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TROISIEME MEMOIRE 


LE POUVOIR ANTIVIRULENT DU SERUM DE L’ HOMME ET DES ANIMAUX 
IMMUNISES CONTRE L INFECTION VACCINALE OU VARAOLIQUE 


Dans deux mémoires sur l’immunité vaccinale, nous avons 
étudié comparativement!’action immunisante dusérum de génisse 
vaccinée, injecté dans le tissu cellulaire sous-cutané, et celle du 
virus vaccinal inoculé par la méme voie’. 

Nous avons montré combien est rapide |’action immunisante 
dusérum, combien au contraire est tardivel’immunité consécutive 
a inoculation sous-cutanée du vaccin. 

C’est dire que le sérum ne doit pas ses propriétés immuni- 


santes ala présence dans sa masse de quelques-uns des micro- 


organismes, agents encore inconnus de la vaccine, mais a des 


substances chimiques en dissolution. 


Nous avons donc été amenés a étudier, in vitro, Vaction du 
sérum de génisse vaccinée sur le virus vaccinal. 

Puis nous avons étendu cette étude au sérum de cheval vac- 
ciné, au sérum d’homme vacciné, au sérum des convalescents 
de variole, enfin au sérum des animaux inoculés avec le virus 
variolique. 

Nous avons trouvé que tous ces sérums se comportent en 


4.Ces Annales, 25 janvier 1896 et 25 décembre 1898. 
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apparence, in vitro, vis-d-vis du virus vaccinal, comme le font les 
solutions des divers antiseptiques, acide phénique, sublimé, iode, 
aldéhyde formique, qu’ils possedent done des propriétés méri- 
tant le nom d’antivirulentes. 

Nous avons alors cherché & déterminer quelques-uns des 
caractéres physiques et chimiques de la substance particuliére 
qui donne au sérum de l’homme et des animaux immunisés contre 
infection vaccinale ou variolique ses propriétés spéciales vis- 
a-vis du vaccin. Ce chapitre de nos recherches a été en grande 
partie ’ceuvre de M. André Jousset, interne des hopitaux, dont 
la collaboration nous a été trés précieuse. 

Nous avons aussi étudié le moment del’apparition de cette 
substance antivirulente dans le sérum des immunisés et l’époque 
de sa disparition, en cherchant atrouver les rapports de ces deux 
dates avec les divers modes d’inoculation, avec l’évolution de 
Véruption vaccinale ou variolique, et surtout avec le début et la 
fin de la période d’immunité. 

Telles sont les recherches qui font Vobjet du _ présent 
mémoire’. 

I 


LES PROPRIETES ANTIVIRULENTES DU SERUM DE L’HOMME ET DES ANIMAUX 
IMMUNISES CONTRE L’INFECTION VACCINALE OU VARIOLIQUE 


A. Action du sérum de génisse vaccinée sur le virus vaccinal, — 
On sait depuis Sternberg’, dont les recherches ont été confirmées 
par Kingoun’®, qu'une goutte de vaccin, mélangée 4 4 gouttes 
de sérum d’un veau vacciné depuis deux semaines, a perdu, au 
bout d’une heure de contact, la propriété de provoquer une 
éruption vaccinale. 

Nous avons fait sur ce point plus de soixante expériences: 
avec divers sérums provenant d’une trentaine de génisses ayant 
subi une, deux, et jusqu’’ neuf saignées successives, a des inter- 


1. Nous tenons & remercier M. Octave Dehainaut, préparateur a l'Institut de 
vaccine animale, du soin et de lintelligence avec lesquels il s'est acquitté des 
manipulations qui lui ont été confiées : il s'est montré, dans toutes nos recher- 
ches, un excellent collaborateur, comme M. Romain Gasset, chargé, dans le méme 
établissement, de la vaccination des génisses. 

2, Sternserc, A Manual of Bacteriology. New-York, 1892, p. 262. 

; fh sae Sanit. Reports. U. S. Marine Hosp. service. Washington, 18 jan- 
vier : 
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valles d’au moins 24 heures, Comme elles sont toutes concor- 
dantes, il suffira d’en citer une pour faire connaitre notre modus 
faciendi général, et montrer, en particulier, action du sérum de 
génisse vaccinée sur le virus vaccinal. 

Une génisse non vaccinée est d’abord saignée aseptiquement, 
suivant le procédé indiqué. par M. Nocard, par une ponction 
faite Ala jugulaire. Puis elle est inoculée, suivant le mode habi- 
tuel, par des incisions multiples aux deux cétés du tronc, avec 
du vaccin éprouvé : I’éruption vaccinale apparait réguligrement 
et suit son cours normal. Quatorze jours aprés V’inoculation vac- 
cinale, cette génisse est saignée pour la seconde fois. Ces deux 
saignées fournissent deux sérums qu’on recueille aseptiquement : 
nous les appellerons, par abréviation, sérum vacciné et sérum 
neuf. On en remplit presque complétement deux petites éprou- 
vettes, stérilisées, d'une contenance de 5 a6 c. c. A chacune on 
ajoute le contenu de 2 A 3 tubes, soit 20 a 30 centigrammes 
environ, de pulpe vaccinale d’une méme récolte, et on agite soi- 
gneusement les deux éprouvettes, termées avec des bouchons 
de caoutchouc stérilisés, de fagon 4 mélanger le sérum et la 
pulpe vaccinale glycérinée; puis on les couche horizontalement 
pour mettre bien en contact les particules élémentaires de cette 
pulpe avec le sérum. Au bout de 24 heures, onagite de nouveau 
les éprouvettes et on les place verticalement, pour permettre a 
la pulpe vaccinale de se déposer. Aprés un nouvel intervalle de 
24 heures, on décante par aspiration, a l’aide d’une pipette capil- 
laire, la presque totalité du sérum de chaque éprouvette, puis 
on recueille et on conserve, dans des tubes de verre scellés au 
chalumeau, le mélange de vaccin et de sérum qui s’est déposé 
au fond de l’éprouvette. On a ainsi deux vaccins, de méme pro- 
venance, qui, dans des conditions identiques, ont été pendant 
48 heures en contact, l'un avec du sérum de génisse neuve, 
l'autre avec du sérum de génisse vaccinée. Pour comparer et 
mesurer leur virulence, il suffit de les inoculer 4 un méme ani- 
mal, dans des régions homonymes de la surface cutanée, 

Pour cette inoculation, dans presque toutes nos expériences, 
nous avons adopté les deux régions symétriquement placées de 
chaqué cété du raphé médian périnéal et de son prolongement 


‘vers les mamelles. Un animal neuf, soigneusement rasé dans 


les limites convenables, est donc inoculé d’abord a gauche du 
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périnée, par 15 incisions, avec le vaccin traité par le sérum 
de génisse néuve, puis 4 droite’du périnée, par 15 autres inci- 
sions, avec le vaccin traité par le sérum de génisse vaccinée : 
cet animal est, aussit6t aprés, inoculé aux deux cdtés du tronc, 
par les multiples incisions habituelles, avec un troisiéme 
échantillon de vaccin qui n’a été en contact avec aucun sérum; 
ona soin de lui relever et de lui immobiliser la queue a l’aide 
d’un lien, pendant tout le temps nécessaire a l’absorption du 
virus déposé dans les incisions périnéales, pour l’empécher de 
balayer les deux moitiés du champ vaccinal et de porter ainsi, 
de l’une 4 l'autre, les germes différents qu’elles renferment. 
Aprés six jours écoulés, quand |’éruption vaccinale est en pleine 
efflorescence, l'aspect normal des vésicules des flancs permet 
‘de juger de la bonne réceptivité de l’animal qui sert de terrain 
de culture aux deux vaccins a l’essai. On peut alors reproduire 
par le dessin l’aspect des vésicules du périnée; il est cependant 
préférable d’attendre encore un jour qu elles aient atteint leur 
complet développement avant d’en prendre un croquis aussi fidéle 
que possible’, comme celui que reproduit la figure 4. 

Ainsi le vaccin, inoculé a un animal réceptif, aprés avoir été 
mélangé a du sérum de génisse neuve, donne naissance a de 
trés belles vésicules vaccinales : il n’a donc rien perdu de sa 
virulence. Au contraire, le méme vaccin, ensemencé sur le 
méme terrain, aprés avoir été mélangé a du sérum de génisse 
vaccinée, tantot ne provoque plus aucune réaction appréciable, 
tantétest le point de départ d'une réaction inflammatoire qui 
aboutit & la formation d’une mince crottelle de pus desséché, 
entre les lévres des incisions, et, tout au plus, en un ou deux 
points seulement de la longueur d’un trés petit nombre de ces 
incisions, au soulévement de l’épiderme sous forme de pustulettes 
rudimentaires et avortées.* 

Quelle que soit lorigine du sérum neuf et du sérum vacciné, 
quils soient tous deux empruntés, & quatorze jours d’intervalle, 
au méme animal, comme dans l’expérience précédente, ou quils 

4. Nous possédons, & l'appui des résultats notés au cours de nos recherches 
sur l’immunité vaccinale, plus de deux cent quarante témoignages de ce genre; il 
ne nous sera possible d’en publier qu’un trés petit nombre. 

2. La figure 4 de notre premier mémoire, qui reproduit fidélement les divers 
degrés de l’arrét de développement des éléments éruptifs vaccinaux consécutit 


aux injections sous-cutanées de sérum immunisant, est trés exactement applicable 
aux résultats de ces nouvelles expériences, 
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proviennent de deux saignées faites, coup sur coup, 4 deux 
génisses, l'une neuve et autre vaccinée depuis quatorze jours 
les résultats sont identiques, 

Dans toutes nos expériences, le contact du sérum et du 
vaccin a eu lieu simplement a la température du laboratoire. 
Presque toujours il a duré 48 heures, mais nous nous sommes 
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assurés, en accélérant 4 laide de la centrifugation le dépét du 
vaccin au fond de l’éprouvette emplie de sérum, qu’un contact 
de quelques minutes seulement suffisait 4 produire les résultats 
figurés plus haut. 

Si, dans nos expériences, il avait été possible de séparer 
parfaitement le virus vaccinal du sérum avec lequel il venait 


d’étre en contact et de l’inoculer seul, sans aucun mélange, il 
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n’y aurait pas de doute sur la nature des propriétés du sérum de 
génisse vaccinée vis-a-vis de ce virus : on pourrait, a bon droit, 
les qualifier de virulicides, comme on appelle bactéricides celles 
du sérum des animaux immunisés contre plusieurs des microbes 
connus. Mais en réalité, dans nos expériences, le virus vaccinal 
n’a jamais été inoculé que mélangé 4 du sérum, en trés petite 
quantite il est vrai: le mode Vastion du sérum de génisse 
vaccinée est donc une question a réserver provisoirement. 

On peut au moins, sans rien préjuger de ce mode d’action, 
affirmer que le sérum de génisse vaccinée posséde, vis-a-vis du 
vaccin, des propriétés antivirulentes, comme on affirme les pro- 
priétés ee ou les propriétés antivenimeuses de certains 
sérums. 

B. Action du sérum de cheval vacciné sur le virus vaccinal. — 
Pour étudier cette action, nous avons fait trente-six expériences ; 
huit chevaux nous ont fourni, en vingt-neuf saignées, le sérum 
nécessaire. Nous sommes reconnaissants & MM. Chauveau, 
Humbert et Nocard d’avoir facilité nos recherches, les premiers 
en nous permettant de retirer du sang a des animaux vaccinés 
par eux, dans un but expérimental, depuis une date plus ou 
moins éloignée, le dernier en voulant bien saigner luicméme 
quelques-uns de ces animaux. 

Rien n’a été changé au modus faciendi exposé plus haut. 
Pour rapporter une expérience typique, un cheval de 5 ans est 
- dabord saigné, puis inoculé avec du vaccin de génisse, par sept 
piqtres seulement, tant au périnée qu’a la bouche, sur la mu- 
queuse labiale. Ces inoculations donnent naissance a autant de 
trés belles vésicules vaccinales. 17 jours aprés les inoculations, 
ce cheval est saigné de nouveau. A deux petites éprouvettes, 
emplies chacune de l'un des sérums provenant des deux sai- 
gnées, on ajoute le contenu de trois tubes de vaccin de génisse, 
de virulence éprouvée. Apres 48 heures de contact, on soutire le 
sérum de chaque éprouvette et on recueille le vaccin déposé au 
fond. Une génisse est alors inoculée de chaque coté du périnée, | 
a gauche par 15 incisions avec le vaccin traité par le sérum 
de cheval neuf, @ droite par 15 autres incisions, avec le 
vaccin traité par le sérum de cheval vacciné. Aprés 7 jours 


écoulés, voici quel est sur cetle génisse, Paspect des deux moitiés 
du champ vaccinal : 


ETUDES SUR L’IMMUNITE, 87 


Mieux que toute description, la figure 2 montre que le sérum 
de cheval vacciné posséde, vis-a-vis du vaccin, les mémes pro- 
priétés antivirulentes que le sérum de génisse vaccinée. 

C. Action du sérum @homme vacciné sur le virus vaccinal. — 
Pour étudier action du sérum humain sur le virus vaccinal, 
nous avons fait trente expériences. Dix-neuf personnes, seize 
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hommes et trois femmes, dans le service hospitalier de lun de 
nous, ont donné le sérum nécessaire. M. André Jousset, interne 
du service, leur a fait, avec toutes les précautions antiseptiques 
et sans le plus léger accident, de petites saignées, pour la 
plupart de 20 430 grammes seulement, suivant le procédé de 
Straus, c’est-a-dire en introduisant une aiguille 4 injections hypo- 
dermiques dans l’une des veines -superficielles du bras, au -voi+ 
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sinage du pli du coude, et en aspirant le sang avec une seringue. 
Nous ne rapporterons qu’une expérience typique. 

Une femme de 44 ans, Jeanne L..., vaccinée dans l’enfance, 
jamais revaccinée, est saignée une premiére fois, puis, trois 
jours aprés, inoculée au bras gauche, par 3 piqures, avec 
du vaccin frais de génisse. Cette inoculation donne naissance 
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a 3 belles vésicules vaccinales dont le diamatre atteint un 
centimétre; c’est dire que cette femme ne posséde plus aucune 
trace appréciable de Vimmunité conférée par la premiére 
vaccination, 32 jours aprés cette inoculation, on lui retire de 
nouveau quelques centimétres cubes de sang. Le sérum prove- 
nant de la premiére saignée, étudié dans son action sur le virus 
vaccinal suivant le procédé décrit plus haut, comparativement 
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avec du sérum de génisse neuve, n’a pas manifesté plus de 
propriétés antivirulentes que ce dernier, Au contraire, voici 
comment se comporte le sérum fourni par la seconde saignée. 
Une génisse est inoculée de chaque coté du périnée, & gauche, par 
15 incisions, avec du vaccin qui, pendant 48 heures, a baigné 
dans le sérum de génisse neuve; a droite, par 15 autres 
incisions, avec du vaccin qui, pendant 48 heures, a baigné dans 
le sérum de la femme revaccinée depuis un mois. Aprés six 
jours écoulés, aspect des deux moitiés du champ vaccinal est 
celui que représente la figure 3. 

Cette figure suffit & montrer que le sérum humain, aprés la 
vaccination ou la revaccination, acquiert, vis-a-vis du virus 
vaccinal, des propriétés semblables a celles du sérum des 
animaux vaccinés. 

D. Action du sérum des convalescents de variole sur le virus 
vaccinal. — Nos recherches, commencées en 1896 4 l’hdépital de 
la Porte d’Aubervilliers (contagieux) ot l’un de nous suppléait 
son collégue M. Roger, ont continué, grace a la libérale obli- 
geance de ce dernier, aprés qu'il eut repris la direction du ser- 
vice, et ont porté sur le sérum de dix varioleux, un homme et 
neuf femmes; ce sérum avait été recueilli, 4 des dates plus ou 
moins éloignées du début de l’éruption, avec l'aide de M. Josué 
et de M. Bayeux, successivement internes du service. La rareté 
des cas de variole a Paris depuis institution du service des 
vaccinations & domicile‘ ne nous a pas permis d’étudier le 
sérum d'un plus grand nombre de varioleux; mais nous avons 
poursuivi nos recherches en 1897, 4 ’hopital Tenon, ot nous 
avons rencontré trois hommes jamais vaccinés, et guéris de la 
variole respectivement depuis 26, 38 et 50 ans; M. A. Jousset a 
pu leur faire une petite saignée et nous donner quelques centi- 
métres cubes de leur sérum. 

Voici, pour la période de convalescence proprement dite de 
la variole, une observation typique. Louise C..., 19 ans, entre a 
Vhépital couverte d’une éruption abondante de pustules vario- 
liques ; la maladie suit son cours régulier et aboutit, sans com- 
plication, 4 la guérison. Le 5 septembre 1896, 23° jour de la 
maladie, le 20° 4 partir du début de l’éruption, une petite saignée 
faite au pli du coude fournit environ 15 c. c. de sérum. 


4. Saint-Yyes-Minarp, Revue d’hygiéne, avril 1897. 
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Quelques jours plus tard, une génisse est inoculée, de chaque 
cété du périnée, a gauche, par 15 incisions, avec du vaccin 
qui pendant 48 heures, a baigné dans le sérum de génisse neuve; 
& droite, par 15 autres incisions, avec du vaccin qui, pendant 
48 heures, a baigné dans le sérum de la convalescente de variole. 
Aprés six jours écoulés, l’aspect des deux moitiés du champ 
vaccinal est aspect représenté par la figure 4. 
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Dans un autre cas, celui d’un homme de 20 ans, vaceiné dans 
lenfance et cependant porteur, & son entrée a l’hdpital, d’une 
éruption abondante et méme confluente, par places, de pustules 
varioliques, la saignée est faite le 29 septembre 1896, 27 jours 
aprés le début de l’éruption. Dans le sérum qui en provient, on 
laisse baigner pendant 48 heures du vaccin de virulence éprou- 
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vée. Ce vaccin, inoculé par vingt incisions a la région périnéale 
dune génisse, aboutit a lavortement éruptif représenté par la 
figure 5, tandis que du vaccin de méme origine, non traité par 
le sérum, donne naissance, sur les cétés de l’animal, & une tras 
belle éruption vaccinale. 

De plus, quelques jours aprés ce résultat, une autre portion 
du vaccin quia baigné 48 heures dans le sérum de convalescent 


de variole est inoculé, par trois piqires, au bras gauche de 
quatre jeunes enfants non vaccinés, tandis qu’on leur inocule 
immédiatement au bras droit, par trois piqdres, du vaccin normal, 
Aucun de ces quatre enfants ne présente, au bras gauche, Ja 
moindre réaction, tandis que tous les quatre portent au bras 
droit, dans les délais habituels, trois belles vésicules vaccinales. 
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Ces deux exemples suffisent 4 démontrer le pouvoir antivi- 
rulent acquis 4 l’égard du vaccin par le sérum des convalescents 
de variole. 

E. Action du sérum des animaux variolisés sur le virus vaccinal. 
— L’heureuse rareté de la variole 4 Paris nécessitait, pour nos 
recherches, l’étude du sérum des animaux variolisés. Nous 
avons donc tenté, aprés beaucoup d’autres expérimentateurs, de 
donner la variole & des animaux appartenant aux espéces 
domestiques chez qui l’inoculation vaccinale est couramment 
suivie de succés. En 1896, dans un laboratoire bien isolé, éloigné 
de tout établissement vaccinal et surtout a l’abri de toute intro- 
duction accidentelle de vaccin, l’un de nous s’est efforcé de faire 
a des génisses, 4 des chevaux, a des cochons, des inoculations 
sous-épidermiques de virus variolique, mais sans parvenir a 
provoquer la réaction locale caractéristique. 

En revanche, a trois singes macaques nous avons fait, avec 
succés, des inoculations sous-épidermiques de virus variolique, 
en série : elles ont donné naissance a des vésicules présentant 
le méme aspect et la méme évolution que les vésicules yvaccinales. 
Cependant nous avons vainement tenté de réensemencer leur 
contenu sous !’épiderme du cheval, de la génisse et du cochon. 

Le premier des macaques inoculés en série avec du virus 
variolique a recu, par 66 incisions et piqures, sous l’épiderme du 
dos et des bras, préalablement rasés, savonnés et aseptisés, trois 
virus différents : deux nous ont été obligeamment envoyés de 
Marseille par les docteurs Coste et Ghassys nous avons récolté 
le troisigme & V’hdpital de la Porte d’Aubervilliers. Quatre jours 
aprés, les 41 inoculations faites avec les virus varioliques de 
Marseille ont toutes donné naissance a des papulo-vésicules assez 
semblables, sauf la couleur de la peau, a celles que présentent 
les enfants vaccinés depuis quatre jours. Au contraire, les 
25 inoculations faites avec le virus d’Aubervilliers demeurent 
stériles : il est & remarquer, en passant, que ce dernier virus 
a été recueilli sur une femme atteinte de variole confluente 
secondaire, & qui l'un de nous, 48 heures auparavant, a injecté 
en trois fois, sous la peau de l’abdomen, dans un but thérapeu- 
tique, un litre et demi de sérum de génisse vaccinée. 

Tandis que l’éruption variolique du singe parait évoluer 
réguliérement au point de yue morphologique, son état général 
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devient mauvais : U ade la diarrhée, de la fiévre, de l’cedéme, de 
Valbuminurie et meurt 14 jours aprés les inoculations du virus 
variolique. Quelques minutes avant la mort de ce singe, notre 
ami le docteur Ungauer, qui nous assiste dans ces recherches, 
parvient A lui ouvrir l’artére fémorale : la petite quantité de sang 
qu'il retire fournit, aprés coagulation, environ 2c. c. de sérum. 


Une génisse est inoculée de chaque cété du périnée : @ gauche, par 
20 incisions, avec du vaccin qui, pendant 48 heures, a baigné 
dans du sérumde cheval neuf; @ droite, par 20 autres incisions, 
avecdu vaccin qui, pendant 48 heures, a baigné dans le sérum du 
singe inoculéde variole. Aprés sept jours écoulés, l’aspect des deux 
moitiés du champ vaccinal est celui que représente la figure 6, 

Cette figure montre bien que la variole inoculée au singe 
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confére & son sérum des propriétés antivirulentes comparables 
4 celles du sérum humain des canvalescents de variole. 

Mais la peau n’est pas la seule voie d’introduction du virus 
dans Vorganisme. Comme on le sait, chez le cheval et chez la 
génisse, l'injection du virus vaccinal dans le tissu cellulaire 
sous-cutané ou dans une veine les rend réfractaires a toute 
inoculation ultérieure de vaccin, c’est-a-dire leur donne l’im- 
munité d’une fagon certaine sans qu’aucune éruption se soit 
manifestée : c’est la vaccine sans exantheme de M. Chauveau. 

De méme, on le sait aussi, il existe une variole sans exanthéme : 
le virus variolique injecté dans le tissu cellulaire sous-cutané ou 
dans une veine chez le cheval et chez la génisse, les rend, en 
effet, réfractaires a toute inoculation ultérieure de lymphe vacci- 
nale, leur conférant, sans manifestations générales ni locales, 
Vimmunité (Chauveau). 

Un animal peut se montrer rebelle a Vinoculation sous- 
épidermique du virus variolique et cependant réagir a Vinocula- 
tion sous-cutanée ou intraveineuse de ce virus, puisque, apres 
lopération, il a acquis ce quil ne possédait pas auparavant, 
Vimmunité vis-a-vis du virus vaccinal. Tel nous est apparu le 
cheval, au cours de nos recherches; 4 10 jeunes chevaux nous 
avons vainement tenté d’inoculer sous l’épiderme divers virus 
varioliques, les uns d’origine humaine, envoyés de Marseille, et 
ayant, entre nos mains, témoigné de leur activité virulente sur 
le singe, les autres cultivés et tout récemment récoltés sur ce 
dernier animal. Voici cependant les résultats que nous a donnés 
’étude du sérum de cheval variolisé par inoculation intra- 
veineuse. 

M. Chauveau a bien voulu mettre & notre disposition le sang 
dun cheval auquel il a injecté, dans la veine jugulaire, 2 c. c. 
d'une dilution dans l’eau de virus variolique. 28 jours aprés cette 
injection, ce cheval a été inoculé, sans aucune réaction appré- 
ciable, par quatre piqtres, deux aux naseaux et deux au périnée, 
avec du vaccin de virulence éprouvée. Onze autres jeunes chevaux 
ont recu de la méme fagon du virus variolique en injection intra- 
veineuse et acquis de méme !’immunité vaccinale, comme 
Vont démontré des inoculations ultérieures d’un vaccin qui, 
sur des chevaux témoins, a fait naitre de trés belles vésicules. 
M. Nocard a Vobligeance de saigner lui-méme ce. cheval, trois 
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mois aprés Vinoculatiom variolique intraveineuse, et de nous 
donner le sérum recueilli, Nous avons eu maintes fois occa- 
sion de constater que le sérum de cheval neuf n’exerce 
aucune action sur le virus vaccinal. Une génisse est inoculée, 
de chaque été du. périnée: @ gauche, par 15 incisions, avec 
du vaccin qui a baigné 48 heures dans du sérum de génisse 
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‘neuve ; @ droite, par 15 autres incisions, avec du vaccin qui a 
baigné 48 heures dans le sérum du cheval variolisé par inocu- 
lation intraveineuse. Apres six jours écoulés, l’aspect de l’éruption 
qui occupe les deux moitiés du champ vaccinal est celui que 
représente la figure 7. Natit 

Cette figure montre que l’inoculation intraveineuse du virus 
variolique ‘au cheval ne lui confare pas seulement l’immunité 
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vaccinale, comme l’a démontré M.'Chauveau, mais qu’elle 
donne a son sérum des propriétés antivirulentes 4 l’égard du 
vaccin : c’est un caractére nouveau et positif de la variole sans 
exantheme. 

En résumé, les animaux variolisés par inoculation sous- 
épidermique, avec réaction locale caractéristique, comme le 
singe, ou par inoculation intraveineuse, sans éruption cutanée 
consécutive, comme le cheval et vraisemblablement la génisse 
(nous n’avons pas répété l’expérience sur cet animal), possédent 
également, vis-a-vis du vaccin, & la ressemblance des convales- 
cents de variole, un sérum antivirulent. 

Des faits qui précédent il ne faudrait pas inférer que, chez 
les espéces habituellement réfractaires & linoculation sous-épi- 
dermique du virus vaccinal ou variolique, il suffit d’injecter ’un 
de ces virus dans le tissu cellulaire sous-cutané ou dans les 
vaisseaux sanguins, pour donner au sérum des propriétés antivi- 
rulentes. C’est ainsi que chez le lapin nous avons maintes fois 
tenté l'inoculation vaccinale sous-épidermique sans aucun succés. 
Aprés nous étre assurés que le sérum de cet animal n’a pas plus 
d’action sur le vaccin que le sérum de génisse neuve, nous avons 
injecté & plusieurs lapins du virus vaccinal sous la peau et dans 
la veine marginale de loreille, sans parvenir 4 rendre leur sérum 
antivirulent, au moins d’une maniére constante et certaine, car 
nous avons obtenu quelques résultats douteux. 

Pour conclure, nous croyons avoir mis hors de doute les pro- 
priétés antivirulentes que posséde, au moins vis-a-vis du virus 
vaccinal, le sérum de !’homme et des animaux immunisés contre 
Vinfection vaccinale ou variolique. 


II 


LA SUBSTANCE ANTIVIRULENTE DU SERUM DES VACCINES 


Connaissant les propriétés antivirulentes du sérum de l’homme 
et des animaux immunisés contre l’infection vaccinale ou vario- 
lique, nous avons cherché, avec la collaboration de M. A. Jousset, 
a déterminer quelques-uns des caractéres physiques et chimi- 
ques de la substance a laquelle ce sérum doit ses propriétés spéci- 
fiques. Trente expériences ont été consacrées a cette recherche : 
elles ont porté presque exclusivement sur les sérums qu’il nous 
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était le plus facile d’obtenir en assez grande quantité, c’est-a- 
dire sur les sérums de génisse vaccinée et de cheval vacciné. Le 
procédé d’étude est demeuré le méme : il a toujours consisté 
dans inoculation 4 la génisse, en deux régions homonymes, 
de deux échantillons du méme vaccin traités, dans les mémes 
conditions, par le contact avec deux sérums, différents seulement 
d’origine, et provenant Pun d’un animal neuf, l’autre d’un animal 
vacciné. 

Nous avons d’abord constaté que du sérum de génisse vaccinée 
se montre, aprés un an de conservation, aussi actif & Pégard du 
vaccin quaussitét aprés la saignée. Nous avons vu du sérum 
longtemps exposé a la lumiére solaire, du sérum couvert d’une 
couche épaisse de moisissures, du sérum impur et exhalant déja 


une trés mauvaise odeur, témoigner, par leur action sur le vaccin, 


quils n’avaient rien perdu de leur pouvoir antivirulent. 

Nous avons étudié surtout Vinfluence de la chaleur sur la 
substance antivirulente. Deux échantillons de sérum de génisse 
vaccinée, l'un non chauffé et l'autre ayant séjourné une heure 
dans l’étuve réglée a 70°, se sont montrés également antivirulents. 
L’expérience, répétée dans les mémes conditions, d’une part sur 
du sérum de cheval vacciné par inoculation intraveineuse, 
d’autre part sur du sérum de cheval variolisé par inoculation 
intraveineuse, adonné les mémes résultats : le chauffage n’a pas 
altéré les propriétés antivirulentes de ces deux sérums, et cepen- 
dant il a été porté 4 une température telle que, parmi les éprou- 
vettes pleines de sérum, mises 4 l’étuve, il en est dont le contenu 
s’est partiellement ou méme totalement solidifié. Nous ferons voir 
plus loin que la substance antivirulente desséchée résiste 4 une 
température de 100° et méme a une température plus élevée. 

La filtration du sérum des vaccinés n’empéche pas le passage 
de la substance antivirulente. Nous avons filtré dans le vide, sous 
la pression atmosphérique, successivement 4 l'aide de bougies 
Chamberland et al’aide d’une petite bougie d’alumine provenant 
de Ja maison Fontaine, divers sérums de génisse vaccinée, sans 
trouver de différence appréciable entre le pouvoir antivirulent de 
la portion filtrée du sérum et celui de la portion demeurée sur 
le filtre. Il est vrai que nous nous sommes servis exclusivement, 
dans ces expériences, de sérums fortement antivirulents. 

Par contre, les membranes habituellement employées pour 
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la dialyse paraissent s opposer au passage de la substance anti: 
virulente. ‘ 

10 c.c. de sérum antivirulent de génisse vaccinée emplissent 
un petit dialyseur qui baigne dans 100 c.c. d’eau distillée steri- 
lisée. Aprés douze jours de dialyse, on constate que cette eau 
tient en dissolution des chlorures, mais aucune trace d’albumine. 
On fait baigner du vaccin 48 heures dont cette eau : inoculé au 
périnée d’une génisse, il donne naissance a de trés belles vési- 
cules vaccinales, tandis que, sur le méme animal, les inocula- 
tions faites avec le vaccin traité par le sérum qui emplit le dialy- 
seur demeurent stériles. D’autre part on s’assure que le sérum 
de génisse vaccinée, en dilution 41/10, 41/100, ct mémea1/1000, 
manifeste encore son pouvoir antivirulent. 

Si la substance antivirulente du sérum ne dialyse pas, c’est 
parmi les matiéres albuminoides du sérum qu’il convient de la 
chercher, et il importe de savoir si elle est, de préférence, attachée 
aux globulines ou aux sérines, en supposant qu elle ne constitue 
pas une substance protéique distincte. 

Nous avons d’abord vérifié, dans une premiére expérience, que 
la substance antivirulente est bien contenue dans les matiéres 
albuminoides du sérum, en constatant qu'elle est précipitée avec 
ces matiéres par V’alcool. 

Une autre expérience nous a fait voir qu’elles la contiennent 
tout entiére. 


A 20 c. c. de sérum de génisse vaccinée, on ajoute 80 c. c. d’alcool 
& 900; il se forme un précipité abondant qu’on recueille immédiatement. 
par filtration sur papier Berzélius, et qu’on en détache avant compléte 
dessiccation, pour le dessécher a l’air libre, sur le plateau de l’étuve a 
cultures. En 12 heures, il est devenu sec, raccorni et Iéger, de couleur 
jaune foncé; il pése 4 gr. 27: c’est une proportion de 63 gr. 50 de matiéres 
précipitées par l’alcool et desséchées, pour un litre de sérum. Il est 
fragmenté, broyé au mortier et réduit en une poudre d’un blanc jaunatre 
qu'on redissout, mais incomplétement, dans 20 c. c. de solution saline 
physiologique : dans cette solution, on fait baigner du vaccin. D’autre part 
le liquide filtré, de volume cing fois plus grand que le liquide employé, 
est évapore a lair libre, et ne laisse, apres 24 heures, qu'un faible résidu 
visqueux, légérement coloré, qui se redissout parfaitement dans 20 ¢. c. de 
solution saline physiologique : dans cette solution on fait aussi baigner 
du vaccin. Enfin, dans une troisiéme éprouvette, pleine de sérum de génisse 
neuve, baigne du vaccin de méme provenance et en méme quantité que 
les deux autres. Aprés 48 heures de contact dans les trois éprouvettes, on 
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retire les trois vaccins. Une génisse est inoculée de chaque cdté du périnée , 
a gauche, par dix incisions, avec le vaccin traité par la solution aqueuse 
des matiéres qu’a précipitées l’alcool; @ droite, par dix autres incisions, 
avec le vaccin traité par la solution de ce qui reste dans le sérum, aprés 
cette précipitation; enfin, en bas, a gauche et a droite, par dix derniéres 
incisions, avec le vaccin traité par le sérum de génisse neuve. Aprés sept 
jours écoulés, l’aspect présenté par les trois champs vaccinaux est celui que 
représente la figure 8 : 
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Fig. 8. 


D’aprés l’examen de cette figure, il semble bien que la 
substance antivirulente est tout entiére contenue dans le préci- 
pité produit par Valcool. . 

Ce précipité alcoolique, trés facilement soluble au début 
dans Veau ou dans la solution saline physiologique, devient 
souvent plus tard a peu prés insoluble et ne céde plus ni a Peau 
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ni a la glycérine, méme aprés six jours de contact, la substance 
antivirulente qu’il renferme. 

Nous avonsalors traité, d’aprés la méthode de Hammarsten, 
du sérum neuf et du sérum yacciné, et, aprés avoir séparé les 
globulines des sérines, nous avons recherché et comparé leur 
action sur le vaccin. 


Deux génisses, l'une vaccinée depuis 14 jours, l’autre non vaccinéc, 
sont saignées dans la méme journée. A chacun des deux sérums provenant 
de ces saignées on ajoute une solution saturée de sulfate de magnésie 
jusqu’a précipitation compléte (on s’assure que la précipitation est com- 
pléte en ajoutant un peu de la méme solution 4 une petite portion filtrée). 
On filtre sur papier Berzélius. Il se dépose sur le filtre un précipité flocon- 
neux, légerement jaunatre, qu’on lave avec la solution magnésienne jusqu’a 
ce qu'il devienne d’un beau blanc et jusqu’a ce que les derniéres goutles 
qui s’écoulent de l’entonnoir ne se troublent plus ou du moins presque 
plus par la chaleur (aprés dix lavages, le filtrat chauffé donne encore un 
léger louche a peine appréciable). De tous ces lavages, il résulte que le 
filtrat est trés étendu : la sérine qu’i) renferme est diluée dans quatre fois 
et demie le volume primitif du sérum; cette solution de sérine contient 
en outre, avec les sels solubles du sérum; environ 50 grammes pour 100 de 
sulfate de magnésie. Quant au dépdt de globuline demeuré sur le filtre, il 
est redissous, par une série de dissolutions, dans une quantité d’eau froide 
équivalente au volume primitif du sérum; cette solution de globuline con- 
tient en outre 6 grammes pour 100 de sulfate de magnésie. 

Dans deux éprouvettes, emplies des deux solutions de globuline, on fait 
baigner du vaccin pendant 48 heures. 

Une génisse est inoculée de chaque coté du périnée, @ gauche, par quinze 
incisions, avec le vaccin traité par la solution de globuline extraite du 
sérum neuf; @ droite, par quinze autres incisions, avec le vaccin traité par 
Ja solution de globuline extraite du sérum vacciné. Aprés sept jours écoulés, 
l'aspect des deux moitiés du champ vaccinal est celui que reproduit la 
figure 9. 


Cette figure montre, de fagon certaine, que le pouvoir anti- 
virulent du sérum des vaccinés est attaché a la globuline, que la 
substance spécifique de ce sérum se comporte comme une 
globuline, sans qu’on puisse dire toutefois qu’elle est une 
globuline. D’ailleurs, la sérine ne semble pas retenir une part 
appréciable du pouvoir antivirulent, car en opérant de la méme 
fagon, mais en remplagant les solutions de globuline par les solu- 
tions de sérine passées au travers du filtre, on ne trouve aucune 
différence appréciable entre les deux moitiés du champ vaccinal : 
la sérine de génisse vaccinée ne semble donc pas plus antivi- 
rulente que la sérine de génisse neuve. 
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Ainsi la globuline parait retenir seule, & l’exclusion de la 
sérine, le pouvoir antivirulent du sérum des vaccinés. 

Nous avons profité de cette notion et de la possibilité 
d’obtenir, sous forme de poudre siche, la substance antivirulente 
du sérum des vaccinés, attachée a la globuline, pour étudier sa 
résistance & l’action de températures plus élevées que celle ot 
se produit la coagulation du sérum. 
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Un échantillon desséché et pulvérulent de globuline extraite 
du sérum d’une génisse vaccinée est maintenu a une température 
de 100° pendant une demi-heure, au bain-marie, puis il est 
dissous dans un volume d’eau égal a celui du sérum dont il 

rovient; un autre échantillon de la méme globuline est sem- 
blablement dissous, sans avoir été chauffé. Dans ces deux solu- 
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tions, on fait baigner du vaccin pendant 48 heures. Une génisse, 
inoculée de chaque cété du périnée avec l’un et Pautre de ces 
deux vaccins, ne présente, aprés sept jours écoulés, aucune 
éruption vaccinale : les inoculations demeurent stériles aussi bien 
a droite qu’a gauche, tandis que les cétés du tronc, inoculés avec 
du vaccin normal, portent une éruption réguliére. Le chauffage a 
100° pendant 30 minutes n’a rien fait perdre a la globuline de ses 
propriétés antivirulentes. 

Une autre expérience, faite avec la méme globuline, laissée, 
pendantun quart d’heure, 4 125° dans|’étuve séche, a montré que ce 
chauffage n’a pas complétement détruit le pouvoir antivirulent 
de la globuline, mais l’a certainement beaucoup amoindri. On 
voit Ja ténacité et la résistance 4 la chaleur, comme aux autres 
causes de destruction, que posséde la substance antivirulente du 
sérum des vaccinés, surtout quand elle est desséchée. 

En résumé, cette substance, de composition trés stable, ne 
dialyse pas, est précipitée par l’alcool avec les matiéres albu- 
minoides du sérum, et semble attachée exclusivement ou pres- 
que exclusivement 4 la globuline, sans que nous connaissions 
d’ailleurs sa véritable nature. 

Ces caractéres sont exactement ceux que MM. Tizzoni et 
Schwarz‘ ont depuis longtemps reconnus a la substance spéci- 
fique, contenue dans le sérum des animaux immunisés contre la 
rage, dont ils ont démontré les propriétés antivirulentes 4 légard 
du virus rabique. 

Les caractéres de la substance antivirulente du sérum des 
vaccinés ne se rapprochent pas moins, l’action spécifique mise 
a part, des caractéres de la substance antitoxique du sérum des 
animaux immunisés contre le tétanos on contre la diphtérie. 

Ils se rapprochent aussi singulidrement des caractéres 
dela substance agglutinante du sérum des typhiques, tels que les 


ont observés MM. Widal et Sicard, M. Hayem, MM. Achard et 
Bensaude. 


4. Tizzoni er Scawarz, Annales de micrographie, 1891-1892, p. 169. 
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III 


DATE D APPARITION DE LA SUBSTANCE ANTIVIRULENTE DANS LE SERUM 
DES VACCINES 


L’apparition de la substance antivirulente dans le sérum des 
vaccinés est toujours séparée de linoculation virulente par une 
période d’incubation de plusieurs jours. Nous avons cherché a 
fixer la date de cette apparition en !’étudiant dans ses rapports : 

1° Avec les diverses voies d’introduction du virus dans l’orga- 
nisme ; 

2° En cas d’inoculation sous-épidermique, avec le processus 
anatomique de formation, de suppuration et de dessication des 
éléments éruptifs ; 

3° En ce méme cas, avec la disparition de la virulence du 
contenu des éléments éruptifs ; 

4° Avec le début de la période d’immunité. 

I] n’a pas dépendu de nous de pouvoir réaliser les diverses par- 
ties de ce programme successivement sur chacune des espéces sen- 
sibles a infection vaccinale ou variolique. Cependant l’expérience 
nous a montré qu’on ne doit pas faire a ces espéces en général 
application de ce qui est observé chez!une d’elles : pour ce qui 
regarde l’apparition et la disparition de la substance antivirulente 
dans leurs rapports avec l’immunité, ces diverses espéces pré- 
sentent entre elles de notables différences; nous tenterons de 
signaler au moins les principales. 

1° Inoculation virulente. — Quelle que soit la voie d’introduc- 
tion du virus vaccinal ou variolique dans l’organisme, qu'il 
s’agisse dinoculations sous-épidermique, sous-cutanée, intra- 
veineuse, ou que le virus-contage, comme il est vraisemblable 
chez les varioleux, soit absorbé par la muqueuse respiratoire, 
le sérum devient antivirulent, nos expériences l’ont montré, et il 
ne le devient jamais qu’aprés plusieurs jours d’incubation. 

Chez les génisses inoculées sous |’épiderme, suivant le mode 
habituel des incisions multiples aux deux cétés du tronc, aucune 
des saignées pratiquées jusqu’a la fin du 8° jour aprés la vac- 
cination ne nous a fourni de sérum doué d'une action franche- 
ment antivirulente, bien que parfois, aprés six, sept ou huit 
jours, nous ayons déja vu apparaitre des indices faibles et incer- 
tains de cette action. Par contre, a partir de 13 jours écoulés, le 
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sérum de toutes les saignées:s’est montré trés antivirulent : c'est 
du 9° aw 13° jour aprés les inoculations que nous lavons vu 
commencer & manifester ses propriétés antivirulentes de fagon 
certaine; d’ordinaire il est antivirulent aprés 12 jours. 

Le nombre des inoculations sous-épidermiques ne nous a pas 
semblé avoir d’influence sur la date d’apparition de la substance 
antivirulente dans le sérum. 

Chez des génisses vaccinées par introduction dune faible 
quantité de virus dans le tissu cellulaire sous-cutané, nous avons 
constaté l’apparition de la substance antivirulente dans les mémes 


délais qu aprés les inoculations sous-épidermiques. 


Nous n’avons pas fait 4 la génisse d’inoculation intravei- 
neuse. 

Chez le cheval, des expériences, encore trop peu nombreuses, 
nous portent a conclure que, par comparaison avec la génisse, la 
date d’apparition de la substance antivirulente peut étre retardée 
d’au moins un ou deux jours, aussi bien aprés les inoculations 
sous-épidermiques qu’aprés l’inoculation sous-cutanée. Le cas 
le plus typique fut celui d’un cheval vacciné suivant ce dernier 
mode et quotidiennement saigné a partir du neuviéme jour : 
c'est seulement le sérum recueilli aprés 14 jours qui se montra 
antivirulent, tandis que le sérum recueilli la veille ne différait 
pas, dans son action sur le virus vaccinal, du sérum recueilli 
avant l’inoculation; encore le sang ne devint-il trés antiviru- 
lent que 24 heures plus tard, c’est-a-dire seulement aprés 15 jours 
écoulés. 

Chez le cochon, l’apparition de la substance antivirulente 
semble plus précoce d’un ou deux jours que chez la génisse. 

L’impossibilité de faire 4 nos malades des saignées répétées 
nous a empéchés de déterminer directement, chez Vhomme, la 
date d’apparition de la substance antivirulente. Comme nous le 
montrerons plus loin, il y a des raisons de supposer que, chez 
Phomme, cette date est d’ordinaire un peu plus tardive que chez 
la génisse. Cependant nous avons observé un homme de 34 ans, 
dont Je sérum était dépourvu d’action antivirulente sur le vac- 
cin, a son entrée 4 ’hdpital, et qui nous donna un sérum mani- 
festement antivirulent 12 jours aprés la revaccination, faite par 
trois piqires au bras. Cet homme, vacciné dans l’enfance, avait 
été, un an auparavant, réinoculé sans succés; les vésicules qui 
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succédérent a notre revaccination témoignérent par leur déve- 
loppement incomplet de la persistance d’un certain degré d’im- 
munité qui ne fut peut-étre pas sans relation avec la date d’appa- 
rition de la substance antivirulente. D’autre part, chez un homme 
de 51 ans, vacciné seulement dans l’enfance, ne présentant pas 
de cicatrices vaccinales et revacciné avec succés a l’hopital, nous 
avons constaté que le sérum, recueilli 6 jours plus tard, n’était 
nullement antivirulent, tandis qu'une seconde saignée, pratiquée 
14 jours aprés la vaccination, nous fournit un sérum faiblement, 
mais certainement doué de propriétés antivirulentes. 

Chez les varioleux, il ne nous a pas non plus été possible de 
déterminer exactement la date d’apparition de la substance 
antivirulente. Chez trois convalescents ; un homme de 20 ans, 
saigné au 27° jour de l’éruption variolique; une femme de 
43 ans, saignée au 21° jour; et une femme de 19 ans, saignée 
au 20° jour, le sérum s’est montré trés fortement antivirulent. 
Par contre, chez deux femmes, de 24 et de 42 ans, saignées en 
pleine éruption variolique au 4° jour, et chez une autre femme 
de 38 ans, saignée au 6° jour de l’éruption variolique, le sérum 
s’est révélé nettement, mais trés faiblement antivirulent. Chez 
une derniére malade de 31 ans, saignée au 14° jour de l’éruption 
variolique, le sérum ne montrait encore qu’une action antiviru- 
lente manifeste, mais insuffisante pour amener Ilinsuccés 
complet d’aucune des inoculations vaccinales. Comme la nais- 
sance de l’exanthéme variolique est séparée du moment de la 
contagion par une période silencieuse d’incubation de 8 a 
40 jours, suivie d’une période d’invasion de 2 a 3 jours, on voit 
quel intervalle de temps s’écoulerait entre le début de l’infection 
et l’apparition ou tout au moins la compléte formation de la 
substance antivirulente. Cette question que nous croyons trés 
importante appelle de nouvelles recherches, 

Quant aux animaux variolisés, en ce qui concerne la date 
d’apparition de la substance antivirulente, nous avons pu cons- 
tater seulement que, chez un singe, inoculé avec succés sous 
l’épiderme par des piqtres multiples avec du virus variolique, 
le sérum recueilli huit jours plus tard ne se montrait pas antivi- 
rulent, tandis qu’il l’était devenu manifestement chez un autre 
singe, sdigné quatorze jours aprés les inoculations varioliques 
sous l’épiderme. 


106 ANNALES DE L’/INSTITUT PASTEUR. 


2° Processus éruptif. — L’exanthime n’est pas, on le sait, un 
élément indispensable de l’infection vaccinale ou variolique, et 
nous avons montré qu'il ne constitue pas non plus une condition 
nécessaire de l’apparition de la substance antivirulente dans le 
sérum des animaux vaccinés ou variolisés par inoculation sous- 
cutanée ou intraveineuse. Les nodosités du tissu cellulaire sous- 
cutané, signalées par M. Chauveau comme la conséquence de 
Vinoculation par cette voie et comme l’équivalent de l’éruption, 
font méme complétement défaut, nous l’avons fait voir dans 
notre premier travail, 4 la condition de n’employer pour ces 
inoculations qu'un vaccin exempt de parasites étrangers, un virus 
bactériologiquement pur. 

Dans les cas d’exanthéme vaccinal ou variolique, existe-t-il 
un rapport constant entre |’évolution de cet exantheme et la date 
d’apparition des propriétés antivirulentes du-sérum? Pour 
résoudre cette question, c’est surtout chez les varioleux quil 
conviendrait de l’étudier. On connait en effet les différences que 
présente l’éruption variolique dans la succession de ses divers 
stades et dans sa durée, suivant l’existence ou l’absence d’une 
vaccination antérieure, suivant la date plus ou moins éloignée 
de cette vaccination, suivant la virulence variable du contage et 
d’autres conditions encore que nous ignorons : tantdt les élé- 
ments éruptifs se flétrissent presque aussit6t aprés la formation 
des papulo-vésicules, tantét ils ne deviennent crotteux 
qu’apreés une assez longue période de suppuration, tous les états 
intermédiaires pouvant étreobservés, On verrait, chez les vario- 
leux, si la plus ou moins longue durée du processus éruptif 
s’accompagne d'un retard ou d'une avance dans l’apparition du 
pouvoir antivirulent du sérum. La rareté des cas de variole a 
Paris ne nous a pas permis de faire cette étude, 

Nous pouvons seulement affirmer que, chez les génisses 
inoculées sous l’épiderme, l’arrét et la régression du processus 
éruptif précédent de plusieurs jours sinon la production de la 
substance antivirulente, au moins son apparition dans le sérum, 
décelée & l'aide du procédé de recherche que nous avons cons- 
tamment employé. Chez la génisse, il est exceptionnel que les 
éléments éruptifs progressent au dela de sept jours aprés les 
inoculations; ils ont atteint & ce moment le maximum de leur 
développement. C’est dans le courant du huitiéme et plus sou- 
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vent du septiéme jour que les vésicules commencent a s’affaisser 
et a se dessécher : aussi la récolte du vaccin, & l’établissement 
de la rue Ballu, n’a jamais lieu au dela de six jours écoulés 
depuis les ingattntions et souvent méme a lieu aprés cing jours. 
Cependant on a vu plus haut que les propriétés antivirulentes 
du sérum ne deviennent manifestes que du 9* au 13° jour qui" 
suit les inoculations, d’ordinaire aprés 12 jours. 

3° Disparition dela virulence de Véruption. — Dans le processus 
éruptif, considéré au point de vue de la marche de Vinfection, 
la virulence du contenu des vésicules vaccinales ou varioliques 
est un élément de plus grande importance que leur morphologie. 
Quelle relation existe-t-il entre la disparition de cette virulence 
et apparition des propriétésantivirulentesdusérum ? Dans!’étude 
de cette question, une cause d erreur est a éviter. 

On sait que les crotites yaccinales ou varioliques contiennent 
et peuvent conserver fort longtemps, 4 l’état sec, le virus 
inoculable ; mais les substances dont se composent ces crottes, 
avant méme qu’elles soient détachées de la peau, ne font plus, 
a vrai dire, partie ‘intégrante de lorganisme; on comprend 
qu’elles puissent demeurer inoculables aprés que la lymphe qui 
imbibe le derme sous-jacent a cessé d’étre virulente : c’est 
done sur cette lymphe seule qu’il convient de faire porter la 
recherche. Aussi, dans les expériences que nous avons faites 
sur des génisses vaccinées, pour déterminer le moment ot 
-disparait la virulence du vaccin intradermique, nous avons ~ 
toujours eu soin de détacher les crotites complétement, au 
besoin a laide du rasoir, et d’essuyer soigneusement avec un 
linge stérilisé la partie dénudée du derme, avant de faire un plia 
la peau, d’appliquer une pince ala base de ce pli et de récolter, 
avec ou sans grattage, la lymphe qui venait sourdre 4 son sommet, 
_ sur la surface dépouillée d’épiderme. Nous avons ainsi recueilli 
sur un méme animal, 4 des intervalles de 24 heures, de sept & 
quatorze jours aprés les inoculations, toute une série d’échan- 
tillons du vaccin intradermique, et nous avons mesuré la viru- 
lence de chacun de ces échantillons en la comparant a celle du 
vaccin récolté dans les délais normaux, c’est-a-dire six jours 
apres la vaccination : nous les inoculions tous deux 4 la méme 
génisse, par 15 incisions de chaque cété du périnée, et nous 
prenions un croquis de l’éruption vaccinale consécutive. 
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A priori, on aurait pu supposer que la disparition de la viru- 
lence du vaccin intradermique ‘marchait de pair avec la régres- 
sion et la dessication des éléments éruptifs. En réalité, cette 
dessication précéde de plusieurs jours la disparition de l’activité 
virulente du vaccin contenu dans le derme sous-jacent : celui-ci 
peut renfermer, sous des crotites, du vaccin trés actif. 

Tandis que les vésicules vaccinales se desséchent d’ordinaire 
au 7° jour qui suit les inoculations, nous avons vu que le 
vaccin intradermique, aprés huit jours écoulés, est habituelle- 
ment trés actif; dans un cas, aprés neuf jours, il avait perdu 
presque toute activité virulente, mais plusieurs fois, aprés dix 
jours, il se montrait encore assez actif et, méme aprés onze 
jours, conservait des signes manifestes de virulence ; dans un cas 
tout a fait exceptionel, aprés quatorze jours, il manifestait encore 
quelques traces d’une activité virulente trés affaiblie. En résumé, 
c'est du 9° au 13° jour apres les inoculations que disparait 
d’ordinaire la virulence du vaccin intradermique ; le plus sou- 
vent, aprés 42 jours elle n’existe plus. 

On voit que, d’une fagon générale, il existe une concordance 
parfaite entre la disparition de la virulence du vaccin intra- 
dermique et la compléte manifestation des propriétés antiviru- 
lentes du sérum. 

D’une maniére plus précise, nous avons vérifié l’exactitude 
de cette concordance sur plusieurs animaux dont le sang et le 
vaccin ont été simultanément recueillis, pendant plusieurs jours, 
& 24 ou 48 heures d’intervalle. 


Dans un cas, une génisse, derace hollandaise (toutes les autres venaient 
du Limousin), vaccinée suivant le mode habituel, présente, aprés quatre 
jours écoulés, une éruption déja si belle que, par exception, on recueille le 
contenu de la plupart des vésicules huit heures avant la fin du cinquiéme 
jour. Six jours aprés les inoculations, les vésicules vaccinales sont déja 
affaissées et desséchées. Cette génisse est saignée successivement 7 jours, 
9 jours, 41 jours et. 13 jours aprés les inoculations; on recueille du vaccin 
intradermique successivement aprés 6, 7, 8, 9, 40 et 11 jours écoulés. 

Le sérum de 7 jours et le sérum de 9 jours, comparés & du sérum neuf, 
ne manifestent, pas plus que celui-ci, aucune propriété antivirulente, 
tandis que le sérum de 41 jours, comme celui de 13 jours, se montre 
fortement antivirulent. Parallélement a ces résultats, les vaccins de 6 jours, 
de 7 jours et de 8 jours, inoculés comparativement avec le vaccin de 
5 jours, ne révélent aucune diminution de leur activité virulente; le vaccin 
de 9 jours et celui de 10 jours, dans les mémes conditions, témoignent, par 
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le moindre développement des éléments éruptifs, d’une diminution sensible 
de leur virulence; seul, le vaccin de 14 jours, sans avoir perdu toute viru- 
lence, se montre trés peu actif. 

Dans un autre cas, sur une génisse vaccinée suivant le mode habituel, 
on recueille simultanément du sang et du vaccin intra-dermique 9, 10, 41, 
42 et 13 jours aprés les inoculations. Aprés 9 jours, le sérum apparait 
faiblement, mais certainement doué de propriétés antivirulentes, tandis que 
le vaccin se montre aussi actif, mais cependant un peu plus lentement actif 
que du vaccin normal. Aprés 10 jours et aprés 41 jours, sans différence 
appréciable d’une journée a l'autre, le sérum est assez antivirulent et le vaccin 
a perdu beaucoup de sa virulence. Aprés 12 jours, le sérum est trés anli- 
virulent et le vaccin a perdu presque toute activilé virulente. Enfin, aprés 
13 jours, le sérum se montre trés fortement antivirulent et Je vaccin a 
perdu toute trace de virulence. Dans cet exemple, de 9 a 13 jours apres les 
inoculations, la virulence du vaccin intra-dermique diminue quotidiennement 
& mesure que s’accroit le pouvoir antivirulent du sérum; quand il, atteint 
son plus haut degré, elle a complétement disparu. 


Aprés avoir ainsi constaté la parfaite concordance des deux 
phénoménes, développement du pouvoir antivirulent du sérum 
et disparition de la virulence du vaccin intra-dermique, nous 
avons cherché si, en modifiant la date d’apparition de l’un d’eux, 
on faisait varier également celle de l’autre. Nous connaissions 
le moyen de faire apparaitre plus ou moins prématurément le 
second de ces deux phénoménes: d’aprés les recherches 
exposées dans notre second mémoire, lImmunité consécutive a 
Vinoculation sous-cutanée du vaccin, nous savions qu’il s’écoule 
toujours environ 12 jours entre la vaccination sous-cutanée et 
la disparition de la virulence de l’éruption; suivant que linocu- 
lation sous-cutanée précéde, a trois, quatre, cing, six, sept jours 
dintervalle, les inoculations sous-épidermiques, elle rend plus 
précoce de trois, quatre, cing, six, sept jours la disparition de 
la virulence du contenu des vésicules vaccinales. Nous avons 
donc réalisé les expériences suivantes : 

Une génisse est d’abord saignée, puis regoit du vaccin en 
injection sous-cutanée. Trois jours aprés, avec du vaccin de 
méme provenance, elle est inoculée sous l’épiderme par de nom- 
breuses incisions. Depuis cing jours pleins jusqu’a douze jours 
écoulés aprés ces inoculations sous-épidermiques, elle est quoti- 
diennement saignée, et quotidiennement aussi on recueille sur 
Panimal du vaccin intra-dermique. Apres 5 jours, le sérum parait 
a peine trés faiblement antivirulent, le vaccin est trés virulent; 
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apres 6 jours, les résultats sont exactement scmblables ; apres 
7 jours, le sérum est faiblement_ mais certainement antivirulent, 
le vaccin a sensiblement perdu de sa virulence; aprés 8 jours, 
mémes résultats; aprés 9 jours le sérum se montre fortement 
antivirulent, lé vacein a perdu toute activité virulente; les jours 
suivants, le sérum se montre encore plus fortement antivirulent, 
le vaccin demeurant inactif, Dans cette expérience, comme 
dans l’expérience X bis', le vaccin a perdu sa virulence douze 
jours aprés Vinoculation vaccinale sous-cutanée. C’est aussi 
douze jours aprés cette inoculation que le sérum s'est montré 
fortement antivirulent, cest-a-dire neuf jours seulement aprés 
les inoculations sous-épidermiques. Sans que l’éruption vac- 
cinale ait été modifiée morphologiquement, sans qu'elle ait 
différé de l’éruption observée sur un animal témoin, inoculé 
sous l’épiderme a la méme heure, avec le méme vaccin, les deux 
phénoménes de l’apparition du pouvoir antivirulent du sérum 
et de la disparition de Ja virulence du vaccin intra-dermique 
ont été tous les deux en avance de trois jours sur la date habi- 
tuelle, parce qu'une inoculation sous-cutanée a précédé de trois 
jours les inoculations sous-épidermiques. Cette expérience fait 
bien voir le lien de concordance qui réunit les deux phéno- 
ménes. 

Dans une autre expérience, une génisse est d’abord saignée, 
puis regoit du vaccin sous la peau. Aprés un intervalle de quatre 
jours, elle est inoculée sous Il’épiderme, avec le méme vaccin, 
par le procédé habituel des incisions multiples. Depuis quatre 
jours pleins jusqu’a dix jours écoulés aprés ces inoculations sous- 
épidermiques, elle est quotidiennement saignée et, quotidienne- 
ment aussi, on recueille du vaccin intradermique. Aprés 5 jours, 
le sérum se montre a peine antivirulent, le vaccin est trés actif ; 
aprés 6 jours, il en est de méme; aprés 7 jours, le sérum est fai- 
blement antivirulent, le vaccin parait un peu moins actif; aprés 
8 jours, mémes résultats ; aprés 9 jours, lesérum se montre forte- 


ment antivirulent,le vaccina perdu toute activité virulente. Comme. 


inoculation sous-cutanée avait précédé de quatre jours les ino- 

culations sous-épidermiques, nous nous attendions, au début de 

lexpérience, & voir les deux phénoménes de l’apparition du pou- 

voir antivirulent du sérum et de la disparition de la virulence du 
4. Ces Annales 1898, p. 839. 
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vaccin devancer de quatre jours la date habituelle. En fait ils sont 
survenus treize jours aprés l’inoculation sous-cutanée, neuf jours 
aprés les inoculations sous-épidermiques, et n’ont donc devancé 
la date habituelle que de trois jours seulement. Cet écart de 
24 heures entre le résultat attendu et le résultat observé n’excéde 
pas les limites de temps entre lesquelles nous avons vu osciller 
la manifestation des deux phénoménes; le lien qui les unit n’en 
devient que plus apparent. 

Existe-t-il entre ces deux phénoménes une relation de cause 

a effet ? Les expériences précédentes ne permettent pas de l’affir- 
mer sans réserve; mais c’est, croyons-nous, une hypothese légi- 
time d’envisager la disparition de la virulence du vaccin comme 
la conséquence de l’apparition des propriétés antivirulentes du 
sang et de supposer que le plasma sanguin, dans l'épaisseur du 
derme, exerce la méme action que le sérum in vitro sur le virus 
vaccinal. Le fait a retenir, c’est que l’activité virulente du vaccin 
commence a décroitre au moment ot le sang commence a acqué- 
rir ses propriétés antivirulentes; elle a complétement disparu 
quand celui-ci est devenu manifestement antivirulent. 

Cette notion de la simultanéité des deux phénoménes nous a 
aidés, plus haut, a supposer que Ja substance antivirulente appa- 
rait dans le sang du cochon vacciné, un ou deux jours plus tét que 
chez la génisse : nous n’avions pas fait de recherches directes 
sur le sérum du cochon, mais nous avions constaté ‘ qu’aprés 
Vinoculation vaccinale sous-cutanée l’activité virulente du vaccin 
intradermique disparait chez cet animal un ou deux jours plus 
tot que chez la génisse. 

4° Début de Vimmunité. — On juge que Vhomme et les animaux 
sensibles & la vaccination possédent limmunité vaccinale quand 
les inoculations sous-épidermiques qui leur sont faites, avec du 
vaccin de virulence éprouvée, demeurent sans exception stériles 
et ne provoquent pas la moindre réaction locale. Cette définition 
est celle de ’immunité complete, car il y a des degrés dans l’im- 
munité vaccinale, et méme l’immunité complete a laquelle aboutit 
Vinoculation, si minime que soit la quantité du virus inoculé, ne 
se développe jamais que progressivement et par degrés, comme 
nous l’avons montré dans notre premier travail. Nous avons fait 
voir que, chezla génisse vaccinée par inoculation sous-cutanée, 

4. Ces Annales, n° du 25 décembre 1898. 
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Yimmunité n’est compléte qu’aprés huit jours pleins : a ce mo- 
ment toutes les inoculations sous- pepidermmq ues demeurent stéri- 
les. A premiere vue, il semble qu’il n’y ait pas de relation entre 
le début de la période d'immunité et l’apparition de la substance 
antivirulente dans le plasma sanguin; ce dernier phénoméne 
semble plus tardif, puisqu’il ne devient trés manifeste que douze 
_jours environ aprés V’inoculation. — 

Mais il ne faut pas oublier que les propriétés antivirulentes 
du sérum, trés apparentes douze jours aprés linoculation, 
commencent a se révéler, dans les jours qui précédent, par des 
indices de plus en plus certains : la fabrication de la substance 
antivirulente par l’organisme exige plusieurs jours avant que le 
sang contienne cette substance en notable quantité. Il faut se 
souvenir surtout que la naissance des vésicules vaccinales, aux 
points d'inoculation, est toujours précédée d’une période d’incu- 
bation de quatre jours environ: c’est précisément lintervalle 
de temps dont le début de Vimmunité semble précéder la mani- 
festation du pouvoir antivirulent du sérum. Si l’on tient compte 
de ces deux données et particuliérement de Ja derniére, voici l’in- 
terprétation que nous croyonslégitime : en réalité, huit joursapreés 
Pinoculation vaccinale sous-cutanée, quand la génisse parait pos- 
séder ’immunité compléte, sa peau ne constitue pas encore un 
terrain stérilisé pour la graine qu’on y ensemence, mais tout se 
passe comme si déja ce terrain était stérile, puisqu il le deviendra 
avant que la graine ensemencée ait eu le temps de sortir du sol 
ou, plus exactement, de provoquer une réaction appréciable. 

En résumé, l’immunité est complétement acquise quand le 
sérum est devenu fortement antivirulent: l’apparition de la 
substance antivirulente dans le plasma sanguin marque 4 la fois 
Ja fin de Pactivité du vaccin intradermique et le début de la 
période d’immunité. 

On sait que, chez Vhomme, l’immunité survient plus tardi- 
vement, aprés V'inoculation vaccinale, que chez la génisse. 
Comme exemple, l'un de nous a observé une jeune femme qui, 
portant au bras gauche deux pustules vaccinales, a pu, tout prés 
de 9 jours pleins apres cette vaccination, étre une seconde fois 
inoculée par trois piqures au bras droit, et présenter trois nou- 
velles et trés belles pustules de vaccine légitime. C’est pour- 
quoi nous supposons, comme nous l’avons indiqué plus haut, 
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que, dans l’espéce humaine, l’apparition de la substance anti- 
virulente du sérum, aprés la vaccination, est un peu plus tardive 
que dans l’espéce bovine, mais le fait est & vérifier. 


IV 


EPOQUE DE DISPARITION DE LA SUBSTANCE ANTIVIRULENTE DU SERUM 
DES VACCINES 


a 


L’époque ot disparait la substance antivirulente du sérum 
des vaccinés doit, comme la date de son apparition, étre l'objet 
dune recherche particuliére chez chacune des espéces sensibles 
a Vinfection vaccinale ou variolique. La yoie d’inoculation sous- 
épidermique, sous-cutanée ou intraveineuse, la qualité et la 
quantité du virus introduit dans l’organisme sont des conditions 
qui vraisemblablement peuvent avancer ou retarder le moment 
de cette disparition. La difficulté de conserver en observation, 
pendant de longs mois, des animaux tels que des génisses ou des 
chevaux ne nous a pas permis d’analyser, comme nous |’aurions 
voulu, influence de ces conditions. Nous avons donc cherché 
seulement a étudier l’époque de disparition de la substance anti- 
virulente dans ses rapports: 

4° Avec la date de linoculation virulente ; 

2° Avec la fin de la période d’immuniteé. 

Nous exposerons simultanément les résultats incomplets de 
ces deux recherches : 


Un cheval, vacciné par quatre inoculations sous-épidermiques, fut saigné 
six mois aprés la vaccination et nous donna un sérum trés antivirulent. 
Une jument, vaccinée par quatre inoculations sous-épidermiques, fut 
saignée dix mois et demi aprés la vaccination et nous donna un sérum 
doué d’un pouvoir antivirulent trés affaibli. Cette jument, réinoculée, douze 
mois aprés la premiére vaccination, par quatre nouvelles piqires, deux au 
périnée et deux aux naseaux, présenta une ¢ruption de vésicules incomple- 
tement développées, méritant le nom de vaccinoide et témoignant par son 
caractére avorté d’un certain reste d’immunité. 
Un cheval et une jument, vaccinés par quatre inoculations sous-épider- 
3 miques, furent saignés dix-neuf mois aprés la vaccination et fournirent un 
} sérum qui ne se montra nullement antivirulent. lls furent alors réinoculés, 
par quatre nouvelles piqires, avec le méme vaccin que la jument de l’expé- 
rience précédente, et présentérent une éruption vaccinale fort belle, aussi 
complétement développée que sur un terrain vierge. L’un de ces deux ani- 
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maux, saigné dix-sept jours apres la revaccination, donna un sérum tres 
antivirulent (voir la fig. 2). \ 

Une jument que M. Chauveau avait vaccinée par inoculation intra- 
veineuse fut saignée trois fois par M. Nocard, successivement deux mois, 
neuf mois et douze mois aprés la vaccination. Le sérum de deux mois était 
trés antivirulent; le sérum de neuf mois avait un pouvoir antivirulent 
manifeste, mais notablement moindre; enfin, celui de douze mois n’en fit 
plus voir que des traces. Cependant l’animal, réinoculé aussitét aprés la 
derniére saignée, avec du vaccin de virulence éprouvée et par six scarifica- 
tions, ne présenta aucune réaction locale : il possédait encore l’immunité. 

Un cheval, & qui M. Chauveau avait faif une injection intra-veineuse de 
virus variolique, fut saigné trois fois par M. Nocard, successivement trois 
mois, neuf mois et treize mois aprés cette inoculation. Le sérum de trois 
mois se montra trés antivirulent (voir la fig. 7); celui de neuf mois |’était 
& peine moins; celui de treize mois ne |’était plus que trés peu. Les inocu- 
lations vaccinales sous-épidermiques faites 4 l’animal, aussitot aprés la 
derniére saignée, ne donnérent aucun résultat : il possédait encore l’immu- 
nité. 

Il nous arriva, voulant obtenir du sérum de cheval neuf, de saigner un 
cheval appartenant 4 un médecin vétérinaire et qui, depuis douze ans que 
son maitre le possédait, n’avait pas été malade un seul jour; nous étions en 
droit de croire que ce cheval n’avait pas eu le horse pox, qu'il était indemne 
de toute contamination vaccinale. Cependant son sérum se montra plus 
antivirulent vis-a-vis du vaccin que le sérum d'un autre animal vacciné 
depuis deux mois par inoculation intra veineuse. I! nous sembla dés lors 
que ce cheval devait posséder ]’immunité vaccinale, et deux essais d’inocu- 
lation d’un vaccin éprouvé montrérent qu'il en était ainsi. Cette immunité 
provenait sans doute d’une inoculation accidentelle passée inapercue 
(son maitre avait assez souvent occasion de manier du vaccin) et, dans ce 
cas, nous avions fait ce qu'on pourrait appeler le séro-diagnostic de Vimmu- 
nité vaccinale. 


Trop peu nombreuses pour permettre des conclusions sans 
réserves, ces recherches font cependant voir que, chez le cheval, 
la durée de la période d’immunité est assez courte et peut ne 
pas dépasser un an ou un an et demi. Elles font voir aussi que, 
chez cet animal, quelle que soit la voie dintroduction dans 
lorganisme du virus vaccinal ou variolique, le pouvoir antivi- 
rulent du sérum, apres s’étre maintenu pendant plusieurs mois, 
va s’affaiblissant au cours de la premiére année écoulée depuis 
Vinoculation, pour disparaitre, a un moment variable, a la fin 
méme de cette année ou pendant l’année suivante. Elles font voir 
enfin que Yimmunité, tout en décroissant avec le pouvoir anti- 
virulent du sérum, ne disparaft pas tout a fait avec lui. La 
période d'immunité, dont le début a coincidé avec l’apparition.de 
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la substance antivirulente, ne parait pas avoir une durée beau- 
coup plus longue que la présence de celle-ci, 4 dose appréciable, 
dans le plasma sanguin; cependant, & la fin de la période d’im- 
munité, il existe une phase pendant laquelle le sérum ne révéle 
plus que des traces daction antivirulente, ou méme ne se 
montre nullement antivirulent, au moins avec le procédé 
que nous employons a cette recherche, tandis que limmu- 
nité persiste suffisante pour rendre stérile toute nouvelle 
inoculation sous-épidermique. En d’autres termes, chez un cheval 
vacciné ou variolisé, ’examen du sérum, au point de vue des 
propriétés antivirulentes, permet le séro-diagnostic de ’immu- 
nité, s'il donne un résultat positif; par contre, le résultat négatif 
de cet examen n’autorise pas 4 conclure & la perte de immunité. 
Nos recherches sur l’espéce bovine se bornent aux faits 
suivants : 


Une génisse, vaccinée sous |’épiderme, suivant le mode habituel des ino- 
culations multiples, fut saignée cinq mois aprés la vaccination et nous 
donna un serum trés antivirulent. Une seconde génisse, vaccinée de méme, 
fut saignée six mois aprés la vaccination et nous donna un sérum plus forte- 
ment antivirulent que celui de la premiére. Enfin, une troisiéme génisse, 
vaccinée comme les précédentes, fut saignée sept mois aprés la vaccination 
et nous fournit un sérum doué de propriétés antivirulentes beaucoup moins 
prononcées, mais cependant manifestes '. D’autre part, nous avons eu occa- 
sion de constater sur une quatriéme génisse, vaccinée sous |’épiderme sui- 
vant le mode habituel, que, dix-huit mois aprés Ja vaccination, elle possédait 
encore l’immunité au point de ne pouvoir étre réinoculée avec du vaccin de 
virulence éprouvée, tandis que, vingt-sept mois aprés la vaccination, elle 
fut réinoculée avec succés; elle présenta toutefois une éruption vaccinale 
plus hative dans son apparition et moins compléte dans son développement 
que l’éruption observée chez l’animal témoin, vacciné pour la premiére fois 
a Vaide du méme vaccin; en un mot, elle présenta une éruption de vaccinoide 
témoignant d’un faible reste d’immunité. 


De ces quelques faits, nous pouvons conclure seulement que, 
chez la génisse, la durée de la période d’immunité est peut-étre 
un peu plus longue que chez le cheval, mais que, dans les deux 
espéces équine et bovine, elle est beaucoup plus courte que dans 
Pespéce humaine. 

Chez homme vacciné nous avons constaté que les pro- 

4. Nous devons a V’obligeance de M. Bénard et de M. Martin, propriétaires 
de fermes aux environs de Paris, d’avoir pu saigner ces animaux dont ils s’étaient 


rendus acquéreurs aprés la vaccination pratiquée a 1’établissement de la rue 
Ballue 
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priétés antivirulentes du sérum, tout en s’affaiblissant avec 
le temps, peuvent, comme l’immunité, persister pendant plus 
d’un demi-siécle. 

Un journalier de 52 ans, atteint de pneumonie franche, fut 
saigné le lendemain de son entrée a ’hépital, dans le service de 
Yun de nous (25 février 1897). Vacciné dans la premiére enfance, 
cet homme affirmaitn’avoirjamais été revacciné et n’avoir jamais 
eu la variole ; cependant il avait traversé, en 1870-71, une grave 
épidémie de variole qui avait causé la mort de son pére et de son 
frére, malgré que ce frére, 4gé seulement de 17 ans, ett été 
vacciné avec succés dans l’enfance : c’est impunément qu'il leur 
avait donné ses soins. Dans 10 centimétres cubes du sérum pro- 
_venant de la saignée, on fit baigner, pendant 48 heures, du 
vaccin de virulence éprouvée, tandis qu’un autre échantillon du 
méme vaccin baignait de méme dans du sérum de génisse neuve. 
Une génisse fut inoculée, de chaque cété du périnée, a@ gauche 
avec le vaccin traité par le sérum de génisse neuve, d droite avec 
le vaccin traité par le sérum de Vhomme de 52 ans, vacciné 
seulement dans la premiére enfance. Aprés sept jours écoulés, 
Yaspect des deux champs vaccinaux fut celui que représente la 
figure 10. 

L’examen de cette figure montre manifestement que le sérum 
de ’homme en question fpossédait vis-a-vis du vaccin des pro- 
priétés antivirulentes assez modérées, mais cependant certaines. 
A moins d’attribuer l'état particulier de son sérum 4 J’ infection 
aigué pneumococcique dont il était atteint et qui, le lendemain 
de la saignée, présenta une défervescence brusque de la fiévre 
pour aboutir & une guérison réguliére, il parait légitime de le 
faire dépendre de la vaccination pratiquée dans la premiére 
enfance, plus de cinquante ans auparavant. 

Ce qui confirme cette interprétation, c’est que, malgré le 
long temps écoulé depuis Vinoculation vaccinale, Vimmunité 
persistait : cing jours aprés la saignée, ’homme fut réinoculé 
avec le plus grand soin, par trois piqdres au bras gauche, a 
Yaide de vaccin de virulence éprouvée, sans qu'il survint, les 
jours suivants, la moindre réaction locale. 

Que le pouvoir antivirulent du sérum puisse persister, méme 
trés affaibli, aprés tant d’années, le fait est surprenant, mais on 
aura moins de peine a l’admettre aujourd’hui que l'on connait 
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ces cas de sujets guéris de la fiévre typhoile depuis plus de 
25 ans, dont le sérum présente encore la réaction agelutinante 
vis-a-vis du bacille d’Eberth. D’ailleurs, nous ne donnons pas 
comme la régle, mais plutét comme une exception, cette longue 
persistance a la fois de ’immunité et des propriétés antiviru- 
lentes du sérum. Nous enavons toutefois d'autres exemples. Un 


See Sale 
——. 
iy 
Sea 


IEE a OE MET 


eo 


Ei 


autre mialade, agé de 45 ans, n’ayant jamais eu la variole, vac- 
ciné dans la premiére enfance, réinoculé sans succés a trois 
reprises, deux fois au régiment, la derniére fois a Phopital, trois 
mois avant son entrée dans le service de l’un de nous, possé- 
dant par conséquent l’immunité, fut saigné et nous donna un 
sérum qui, par comparaison avec du sérum de génisse neuve, 
se montra antivirulent, trés faiblement il est vrai. Une femme 
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de 22 ans, dont il sera encore question plus loin, vaccinée dans 
Venfance, jamais revaccinée-et.n’ayant pas eu la.variole, possé- 
dait ’immunité & son entrée dans le service de l’un de nous, 
puisqu’elle y fut réinoculée avec soin, par deux piqires 4 chaque 
bras, a l'aide de vaccin éprouvé, sans présenter de réaction 
locale ; trois semaines aprés cette réinoculation stérile, elle fut 
saignée et nous fournit, comme le malade précédent, un sérum 
doué de propriétés antivirulentes modérées, mais certaines. 
Dans les trois exemples qui précédent, on voit coincider avec 
le maintien de l’immunité la persistance du pouvoir antivirulent 
du sérum, d’ailleurs plus ou moins atténué, Cette coincidence 
n’existe pas toujours ; comme nous l’avions déja observé sur ie 
cheval, nous avons vu, chez Vhomme, Vimmunité demeurer 
tandis que Je sérum ne se montrait plus antivirulent, au moins 
dans les conditions de notre examen. Un homme de 42 ans, 
vacciné dans l’enfance, et qui, 4 Page de 14 ans, aurait eu la 
variole (?), fut réinoculé sans succés a trois reprises, la troisiéme 


fois dans le service de l’un de nous; cependant le sérum prove-_ 


nant d’une saignée qui lui fut faite deux jours avant cette der- 
niére inoculation ne se comporta pas, vis-a-vis du vaccin, 
autrement que du sérum de génisse neuve. Un autre homme, 
agé de 40 ans, vacciné dans l’enfance, fut de méme réinoculé 
sans succes, par deux fois, & sept jours d’intervalle, aprés son 
entrée 4 l’hdpital ; cependant le sérum provenant de la saignée 
qui précéda ces deux séries dinoculations stériles ne se montra 
nullement antivirulent et ne se distingua pas du sérum de 
génisse neuve. 

Ainsi ’immunité peut persister au point de rendre stérile 
toute nouvelle inoculation sous l’épiderme, alors que le pouvoir 
antivirulent du sérum a disparu. A plus forte raison nous devions 
nous attendre & trouver dépourvu de propriétés antivirulentes le 
sérum des sujets chez qui Pimmunité trés affaiblie, devenue 
insuffisante pour mettre obstacle 4 de nouvelles inoculations, ne 
se manifestait plus que par les modifications plus ou moins 
aecentuées de I’éruption vaccinale, comprises sous le nom de 
vaccinoide. C’est ce que nous avons vérifié chez huit malades. 

Un homme de 56 ans, vacciné seulement dans l’enfance, réinoculé par 


trois piqdres au bras gauche, présenta, sept jours aprés, une éruption vacci- 
nale réduite 4 trois petites papules rouges, dont deux légérement saillantes, 
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portant une minime crodte a leur centre, et la troisiéme a peine visible. 

Un second malade, agé de 53 ans, vacciné dans l’enfance, cing fois réino- 
culé sans succés, présenta, aprés une sixiéme réinoculation par trois piqdres 
au bras gauche, deux petites papules avec rougeur périphérique et crodtelle 
centrale. 

Un troisiéme sujet, agé de 48 ans, vacciné seulement dans l’enfance, fut 
reinoculé par trois piqdres au bras gauche, et présenta, sept jours apreés, trois 
petites papules trés rouges, légérement saillantes, sans vésicules a leur som- 
met, de trois & quatre millimétres de diamétre environ. . 

Un quatriéme sujet, Agé de 40 ans, vacciné dans !’enfance et plusieurs 
fois réinoculé, avec un senl succés remontant a 12 ou 13 ans, présenta sept 
jours aprés une derniére revaccination, trois minimes papules insignifiantes. 

Un cinquiéme, agé de 36 ans, vacciné seulement dans 1]’enfance, présenta, 
sept jours aprés la revaccination, de petites vésicules mesurant moins de 
trois millimétres de diamétre. 

Un sixiéme, Agé de 34 ans, vacciné dans ]’enfance, réinoculé sans succés 
un an auparavant, fut de nouveau réinoculé et présenta, comme le précé- 
dent, de trés petites vésicules. 

Un septiéme, agé de 20 ans, vacciné seulement dans |’enfance, présenta, 
sept jours aprés la revaccination, des vésicules d’un demi-centimétre environ 
de diamétre. 

Enfin, un dernier malade, jeunehomme de 46 ans, vacciné dans l'enfance, 
reyacciné sans succés a l’Age de 10 ans, présenta comme le précédent, sept 
jours aprés une nouvelle revaccination, des vésicules d’un demi- -centimétre 
seulement de diamétre. 

Chez tous ces hommes, le caractére plus ou moins avorté de 
Véruption vaccinale témoignait de la persistance d’un certain 
reste dimmunité; tous avaient été saignés au moment de la 
revaccination ou quelques jours avant: chez aucun d’eux, le 
sérum ne révéla la moindre trace de pouvoir antivirulent, il ne 
se distingua nullement du sérum de génisse neuve dans son 
action sur le vaccin. 

Parmi les sujets revaccinés qui présentérent une éruption 
normale témoignant de la perte compléte de ’immunité, seule 
une femme, agée de 44 ans, avait été saignée avant la revacci- 
nation : comme on le pouvait facilement prévoir, son sérum se 
montra dépourvu de toute propriété antivirulente. 

Le pouvoir antivirulent acquis par le sérum aprés la revac- 
cination, suivie d’une éruption plus ou moins modifiée, chez des 
sujets de mauvaise santé, fut le plus souvent assez faible. Chez 
Pun d’eux, successivement saigné deux fois, 14 jours et 27 jours 
apres la revaccination, il avait trés notablement diminué, d’une 


saignée a Vautre. 
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Chez trois hommes, guéris de la variole depuis 26, 38 et 
50 ans, l’examen du sérum donna des résultats trés analogues 
& ceux qui avaient été observés chez les sujets vaccinés. Un 
homme de 35 ans, jamais vacciné, qui avait eu a lage de 9 ans, 
pendant I’épidémie de 1871, une éruption de variole ayant laissé 
de nombreuses cicatrices, fut inoculé avec du vaccin éprouvé, 
par trois scarifications au bras gauche, sans aucun résultat; le 
sérum provenant de la saignée qui avait précédé inoculation 
vaccinale se montra, vis-a-vis du vaccin, doué d’un pouvoir 
antivirulent faible, mais certain: dans ce cas, 26 ans aprés l’in- 
fection variolique, la conservation de l’immunité s’accompagnait 
de la persistance des propriétés antivirulentes du sérum. Par 
contre, un autre homme, Agé de 59 ans, vacciné dans l’enfance, 
atteint de variole & 21 ans et guéri par conséquent de cette ma- 
ladie depuis 38 ans, nous fournit un exemple de la discordance 
entre le maintien de limmunité et la disparition du pouvoir 
antivirulent du sérum : deux séries successives d’ inoculations 
vaccinales demeurérent chez lui sans résultat, tandis que son 
sérum ne se montra nullement antivirulent. Enfin, un troisiéme 
malade agé de 59 ans, jamais vacciné, mais ayant été atteint de 
variole 3 ans aprés sa naissance, présenta, sept jours aprés 
Vinoculation vaccinale, des vésicules d’un demi-centimétre a 
peine de diamétre, témoignant par conséquent d’un faible reste 
d’immunité ; comme il était a prévoir, le sérum provenant de 
la saignée faite avant cette inoculation ne se montra nullement 
antivirulent. 

Ainsi, dans l’espéce humaine, les sujets vaccinés comme les 
sujets guéris de la variole, avant de perdre l’immunité acquise 
par lune ou l’autre de ces maladies, passent successivement 
par deux phases, de durée trés variable : l'une ot la conserva- 
tion de ’immunité coincide avec la persistance du pouvoir anti- 
virulent du sérum, d’ailleurs plus ou moins amoindri,.l’autre 
ou ce pouvoir semble avoir complétement disparu tandis que 
Yimmunité demeure encore suffisante pour mettre obstacle a 
toute nouvelle inoculation sous-épidermique. Chez ’homme, 
comme chez le cheval, dans la premiére phase de la période 
d’immunité, ’examen du sérum et l’étude de son action sur le 
vaccin peuvent servir au sérodiagnostic de ’immunité; dans la 
seconde au contraire, le sérum ne se distingue plus d’un sérum 
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neuf, et seule inoculation permet de voir si l'immunité persiste. 

Cette notion jette quelque lumiére sur certains faits d’obser- 
vation médicale. La transmission intra-utérine de la variole, de 
la mére au foetus, n’est plus mise en doute et n’a rien de sur- 
prenant depuis que la possibilité du passage des éléments figu- 
rés a travers le placenta a été expérimentalement démontrée, 
L’enfant d’une femme atteinte de variole pendant la gros- 
sesse, ne porte pas toujours les stigmates de la maladie mater- 
nelle. Sil survit, c’est un fait reconnu que, sans aucune trace 
d’éruption cutanée, il peut posséder l’immunité vis-d-vis de la 
contagion variolique et de inoculation vaccinale. On a dit, 
dans ce cas, que l’enfant avait subi, par contagion intra-utérine, 
une infection variolique trés atténuée. Cependant cette immu- 
nité n’implique pas l’infection du foetus lui-méme, puisqu’elle 
peut exister chez des enfants dont la conception est postérieure 
a la maladie de la mére. 

Aussi nous supposons que l’immunité des enfants nés, sans 
trace d’exanthéme variolique, d’une mére plus ou moins récem- 
ment atteinte de variole, ne témoigne pas d’une infection intra- 
utérine, méme trés atténuée, mais seulement du passage dans le 
sang foetal des substances solubles antivirulentes contenues dans 
le sang maternel. Si nous n’avons pas eu encore l'occasion de 
contréler l’exactitude de cette hypothése en ce qui concerne la 
variole, nous l’avons vérifiée pleinement pour la vaccine. 

Nous avons cité plus haut, parmi les cas ow persistaient a la 
fois ’immunité vaccinale et le pouvoir antivirulent du sérum, 
une femme de 22 ans, vaccinée seulement dans l’enfance. Cette 
jeune femme, entrée & ’hopital dans le service de l'un de nous, 
était enceinte de huit mois quand elle fut inoculée, le 31 juillet 
1897, par deux piqdres a chaque bras, avec du vaccin éprouvé ; 
c’est A peine si elle présenta un peu de rougeur ecchymotique 
autour des piqtres, sans traces de yésicules ni de papules. 
Saignée le 24 aot, vingt-quatre jours aprés cette tentative 
infructueuse de réinoculation, elle fournit un sérum d’aspect 
lactescent. Elle accoucha & terme le 1% septembre d’un bel 
enfant; au moment de la section du cordon ombilical, on eut 
soin de recueillir le sang qui s’écoulait du bout placentaire ; il 
donna un sérum limpide, nullement lactescent. Dans trois 
éprouvettes emplies l'une du sérum maternel, l’autre du sérum 
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foetal, la troisitme de sérum de génisse neuve, on fit baigner 
pendant 48 heures trois échantillons d’un méme vaccin qui furent 
ensuite inoculés 4 un méme animal: tandis que le vaccin traité 
par le sérum de génisse neuve donna naissance a des vésicules 
normales, les deux autres produisirent une éruption irréguliére et 
avortée témoignant que le sérum de l’enfant était doué, au méme 
degré quecelui de la mére, de propriétés antivirulentes modérées, 
mais certaines. On tenta par deux fois de vacciner l'enfant; il 
fut inoculé successivement, avec grand soin, le 6 et le 14 septem- 
bre, mais sans aucun résultat. : 

Ainsilasubstance antivirulente du plasma sanguin des vaccinés 
qui nous a paru arrétée par les membranes usitées pour la 
dialyse, peut cependant traverser le placenta, comme elle tra- 
verse les filtres de porcelaine, et passer dans le sang foetal. C’est 
une analogie de plus a signaler entre cette substance et les 
diverses substances agglutinantes : comme on sait, les observa- 
tions de MM, Chambrelent et R. Saint-Philippe, et de MM. Mossé 
et Daunic, ont établi que, dans la fiévre tvphoide humaine, la pro- 
priété agglutinante peut se transmettre de la mére au foetus ; 
des exemples de ce passage ont été observés expérimentalement 
par MM. Widal -et Sicard dans lVinfection éberthienne, par 
MM. Lannelongue et Achard dans l’infection par le Proteus, et par 
MM. Achard et Bensaude dans! ’infection cholérique. Cependant ce 
passage n'est pas constant, et M. Achard a émis l’hypothése que 
Pintensité du pouvoir agglutinant dans le sang maternel est la 
raison ou du moins l'une des raisons de sa transmission au foetus. 
Peut-étre en est-il de méme de l’intensité du pouvoir antivirulent 
dans le sang des méres convalescentes de variole ou vaccinées. 

Quoi quil en soit, le passage dans le sang du foetus de la 
substance antivirulente du sang maternel, telle nous parait étre 
la condition essentielle de Vimmunité congénitale. On savait, 
jusqu’a présent, que les femmes, en possession de limmunité 
vaccinale au moment de l’accouchement, tant6t transmettent 
cette immunité au nouveau-né et tantét ne la transmettent pas. 
On s’expliquait mal ces différences; on les comprend mieux 
avec l’interprétation que nous proposons et qu’il est facile de 
vérifier ; parmi les méres en possession de l’immunité vaccinale 
au moment de l’accouchement, celles-la seulement sont capables 
de la transmettre au nouveau-né qui demeurent encore & la pre- 
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miére phrase de l’immunité, caractérisée par la persistance des 
propriétés antivirulentes du plasma sanguin. 

Cette immunité congénitale vis-a-vis de la vaccine est, on le 
sait, de courte durée. Notre interprétation fait comprendre 
qu'elle disparaisse avec la substance antivirulente transmise du 
sang maternel au sang foetal : c’est une immunité passive, 
daprés la théorie d’Ehrlich. Tout au contraire, limmunité 
maternelle, alors méme qu'elle a débuté avant la grossesse, peut 
persister longtemps aprés la disparition de Pimmunité d’emprunt 
du nouveau-né : il s’agit, chez la mére, d’une immunité active 
dont la longue durée semble liée & la modification d’ailleurs 
inconnue qu’a subie le derme en servant de terrain de culture au 
virus vaccinal. 

$i la substance antivirulente, produite au cours-de l’inféction 
vaccinale, franchit la barriére placentaire, par’ contre nous 
Pavons recherchée, sans la trouver, dans l’urine des génisses 
vaccinées : elle ne semble pas traverser le filtre rénal ou du 
moins le traverse a l'état de dilution assez étendue pour échapper 
a notre procédé de recherche. 


CONCLUSIONS 


J. — Le sérum de génisse vaccinée, recueilli quatorze jours 
apres Vinoculation, n’est pas doué seulement des propriétés 
immunisantes, préventive et curative, déja signalées. Il exerce, 
in vitro, sur le vaccin une action qu’on peut qualifier d’antiviru- 
lente, puisque le virus vaccinal, aprés avoir baigné dans ce sérum, 
cesse d’étre inoculé avec succés et ne produit plus ou presque 
plus de réaction locale. 

II. — Chez Vhomme et chez le cheval, inoculation vaccinale 
donne au sérum des propriétés antivirulentes comme chez la 
génisse; il est vraisemblable que le méme résultat s’observe 
chez toutes les espéces animales sensibles 4 cette inoculation. 

TI]. — La vaccination fait apparaitre le pouvoir antivirulent 
du sérum, quelle que soit la voie d’introduction du vaccin dans 
Yorganisme, que l’inoculation soit sous-épidermique, sous- 
cutanée: ou intraveineuse, et que l’infection vaccinale s’accom- 
pagne ou non dune éruption cutanée. Dans la vaccine sans 
exantheme des génisses et des chevaux inoculés par la voie san- 
guine ou sous-cutanée, le sérum devient antivirulent comme chez 
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les sujets inoculés sous t epadonue et porteurs des vésicules 
caractéristiques. 

IV. — Le sérum des convalescents de variole exerce sur le 
virus vaccinal une action antivirulente comme le sérum des 
vaccinés. 

VY. — Le sérum des animaux variolisés exerce de méme sur 
le vaccin une action antivirulente, quelle que soit la voie d’intro- 
duction du virus variolique dans l’organisme,. et que infection 
variolique s’accompagne ou non d’une éruption cutanée, qu’il 
s’agisse du cheval inoculé par la voie sanguine, sans exanthéme 
consécutif, ou du singe inoculé sous l’épiderme et porteur de 
vésicules de variole. 

VI. — La substance antivirulente du sérum de homme et 
des animaux immunisés contre l’infection vaccinale ou variolique 
est d’une composition trés stable : elle offre une grande résistance 
a l’action du temps, de la lumiére, dela chaleur, des moisissures 
et méme des agents de la putréfaction; desséchée, elle supporte 
une température de 100°, pendant 30 minutes, sans rien perdre 
de son activité, et ne parait pas complétement détruite a 125°; 
elle traverse les filtres de porcelaine, mais ne semble pas 
dialyser; elle est précipitée par l’alcool avec les matiéres albu- 
minoides du sérum, et semble s’attacher a la globuline a l’exclu- 
sion de la sérine ; de nature encore indéterminée, elle présente 
de grandes analogies avec les diastases. 

VII. — Les propriétés antivirulentes conférées au plasma 
sanguin par l’infection vaccinale ou variolique apparaissent, 
quelle que soit la voie d’introduction du virus dans lorganisme, 
aprés une période d’incubation variable chez les diverses 
espéces, mais de durée assez fixe pour chacune d’elles, n’oscil- 
lant au moins que dans d’assez étroites limites. Le sang met 
plusieurs jours 4 acquérir ses propriétés antivirulentes. Chez la 
génisse vaccinée, il ne les posséde pleinement que de 9 a 13 jours, 
le plus souvent 12 jours aprés l’inoculation. 

Vill. — Le moment owt les propriétés antivirulentes du 
sérum deviennent trés manifestes est précisément celui ot le 
virus sous-épidermique et intradermique perd toute activité, 
et ol. commence vraiment l’immunité. 

IX. — La période d’immunité consécutive a l’infection vacci- 
nale ou variolique, de durée trés variable chez les diverses 
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espéces, se compose de deux phases successives : une premiére 
phase ot le sang conserve ses propriétés antivirulentes qui 
vont en décroissant, une seconde phase ou le sang ne manifeste 
plus aucune trace de pouvoir antivirulent, tandis que la peau 
résiste encore a de nouvelles inoculations. 

X. — Pendant la premiére phase de la période d’immunité, 
la substance antivirulente peut traverser le placenta et passer 
du sang maternel dans le sang du foetus : ce passage est la con- 
dition essentielle de ’immunité congénitale. 

Par contre, on ne trouve pas la substance antivirulente 
dans lurine; si elle franchit le filtre rénal, c’est & l'état de 
dilution assez étendue pour échapper & la recherche. 

XI. — Dans l’espéce humaine, ot limmunité persiste le plus 
longtemps, bien que de durée trés variable suivant les individus, 
on peut reconnaitre la présence de la substance antivirulente 
dans le sérum plus de 25 ans et méme plus de 50 ans aprés l’in- 
fection vaccinale ou variolique. Chez certains sujets (revac- 
cinés), cette substance ne se montre dans le sérum que pendant 
quelques mois, quelques semaines, quelques jours seulement. 
Elle peut méme n’y étre décélée & aucun moment. On ne con- 
nait encore ni le lieu et le mode de sa production, ni le lieu 
et le mode de sa destruction. 

XII. — La production de la substance antivirulente, au cours 
del’infection vaccinale ou variolique, et son apparition dans le 
plasma sanguin constituent une réaction de défense de l’orga- 
nisme intimement liée a l’arrét du processus morbide et au 
développement de l’immunité. On ne saurait encore affirmer si 
cette substance agit directement sur.les agents infectieux, 
comme virulicide, ou si elle agit comme un stimulant sur les 
cellules de ’organisme. 


er 


SUR L’ACTION ANTITOXIQUE DU CARMIN 


Par M. te Dt STOUDENSKY, pr Sarnt-P&TeRsBourc. 


(Travail du laboratoire de M. Roux.) 


Jusqu’a présent, on connait deux substances (chimiquement 
indifférentes) qui, mélangées in vitro a la toxine tétani— 
que, détruisent son action tétanigéne. Ce sont le sérum anti- 
toxique et la substance cérébrale d’un cobaye neuf, broyée et 
émulsionnée. On sait que l’abolition de l’action de la toxine 
tétanique, en présence de la substance du cerveau broyé*, a 
servi de base a une interprétation toute spéciale de la pathogé- 
nése du tétanos et de ’immunité contre cette maladie. On était 
prét 4 supposer, dans le cerveau et dans la moelle, l’existence 
de substances chimiques exercgant une influence hautement 
spécifique sur la toxine tétanique. M. Metchikoff* et M. Marie °*, 
en analysant en détail ce phénoméne, ont nié la réalité de cette 
influence spécifique, et démontré que la cause de la résistance 
de l’organisme, inoculé par le mélange de la toxine et de la subs- 
tance cérébrale, est une réaction phagocytaire. 

En poursuivant d’autres expériences, j’ai eu loccasion 
d’étudier l’influence du carmin sur la toxine tétanique, et vu que 
le mélange de carmin en poudre avec la solution de la toxine 
ne produit pas le tétanos chez le cobaye. Il semble, en outre, 
que cette abolition de l’action tétanigéne est due a l’englobe- 
ment des grains de carmin et en méme temps de la toxine, 
qui est fixée a ces derniers, par les leucocytes. 

Dans toutes les expériences concernant cette question, la 
quantité de carmin était 0,5 grammes pour 410 c. c. de mélange. 
On mettait le carmin en suspension dans la solution physiolo- 
gique de chlorure de sodium et on y ajoutait la toxine tétanique, 


4. WAssERMANN et Takaki. Berliner klinische Wochenschrift, 1898. 
2. Annales de U Institut Pasteur, 4898. 
3, Annales de U Institut Pasteur, 1898. 
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a raison de 10 doses mortelles pour chaque centimétre cube de 
mélange (la dose strement mortelle de la toxine était 0,003 c.c. 
pour 500 grammes de cobaye). Immédiatement aprés la prépa- 
ration de ce mélange, on en injectait 1c. c.sous la peau-du 
flanc ou de abdomen du cobaye. Tous les cobayes, qui avaient 
regu sous la peau 10 doses. mortelles de la toxine, mélangée 
al’émulsion de carmin, ou ne prenaient point le tétanos, ou n’en 
présentaient que des symptomes minimes et guérissables. 

Tout d’abord j’ai vu que la stérilisation a 100°, & 120° et 
méme 260°, du carmin suspendu dans la solution physiologique, 
lui faisait perdre sa propriété antitétanotoxique, tandis que le 
chauffage, a sec et en tubes clos, ne la détruisait pas. On a vu 
ensuite que la macération du carmin dans l’eau distillée, a la 
température ordinaire pendant vingt-quatre heures, |’affaiblis- 
sait aussi notablement. Et on pouvait se demander si la macé- 
ration par |’eau n’enlevait pas au carmin quelque substance chi- 
mique, qui posséde elle-méme (et peut-étre exclusivement) la 
propriété antitoxique. Mais dans la macération méme du carmin 
par leau distillée, on ne trouvait aucune action antitoxique. 

De méme la solution du carmin dans l’eau alcalinisée n’en 
possédait pas non plus. L’eau-mére, ott on macére a chaud la 
cochenille, pendant la fabrication du carmin, n’empéchait point 
Vaction de la toxine, ce qui permettait de conclure que les 
diverses substances azotées, qui proviennent de la cochenille et 
entrent dans la composition du carmin de commerce, ne prennent 
aucune part a son action antitoxique. La solution aqueuse de 
Pacide carminique ‘ (qui fait la plus grande partie de la ‘masse 
du carmin) détruit instantanément, comme nous l’a démontré 
lexpérience, la toxine tétanique; mais elle perd définitivement 
son action destructive aprés la neutralisation exacte par les 
alealis. Et comme le carmin ne contient aucune trace d’acide 
libre quel qu ‘il soit, il ne reste qu’a noter ce fait que le carmin 
ne développe in vitro une action antitétanotoxique, que dans le 
cas ov il n’a pas été ni dissous ni macéré auparavant (surtout a 
chaud) dans l’eau. 

Si on mélange |’émulsion de carmin (non stérilisé par la voie 


4. La solution aqueuse d'acide carminique pure et l’eau-mére de cochenille 
tm’ont été fournies aimablement par M. Prinvault, fabricant de carmin a 
Paris. 
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humide) avec la toxine, et puis si on la filtre 4 travers le papier 
ou la porcelaine, le filtrat ne contient pas de toxine tétanique. 
Donc le carmin fixe la toxine. Cependant, il ne la détruit pas, 
car la macération prolongée du résidu par l’eau distillée donne 
de nouveau un mélange toxique. Pourquoi donc le résidu conte- 
nant la toxine non détruite ne donne pas le tétanos? 

Quand on injecte, sous la peau d’un cobaye, le mélange de 
la toxine avec le carmin, on observe une réaction locale assez 
intense. Il se forme au point d’inoculation une tuméfaction 
indurée telle qu’elle ne s’observe jamais aprés Vinjection du 
carmin seul.Si on retire,a l’aide d’une pipette,un peu de l’exsu- 
dat, et si on l’examine sous le microscope, on observe, d’abord, 
pendant les premiéres heures, les grains libres du carmin, et 
beaucoup de leucocytes, remplis par les grains du carmin. Peu 
& peu, les leucocytes, bourrés de carmin, deviennent de plus en 
plus nombreux, de telle sorte qu’aprés 60-70 heures presque 
toute la masse du carmin est envahie par une foule de leuco- 
cytes. Méme les petits tas de carmin, qui restent encore libres, 
sont toujours entourés par une couche épaisse de leucocytes. 
Bref, on observe la réaction leucocytaire et l’englobement lent 
mais sur de toute la masse du carmin. Et il devient trés vrai- 
semblable que la toxine tétanique, non détruite chimiquement, 
n’en perd pas moins son action, vu qu'elle est englobée en 
méme temps que les grains du carmin par les leucocytes. 

L’action antitoxique in vitro du carmin en poudre ne se borne 
pas a la toxine tétanique. La toxine diphtérique, mélangée au 
carmin et injectée sous la peau du cobaye a la dose de 10 doses 
mortelles, ne provoque aussi aucune intoxication. 

Comme le carmin n’est pas un corps chimiquement déter- 
miné, il est possible de rencontrer dans le commerce des car- 
mins dépourvus de cette.action antitoxique. Sur 6 échantillons, 
dont 2 venaient de Leipzig (Griibler) et les 4 autres étaient de 
Paris (Prinvault), j’en ai rencontré un qui n’agit presque pas sur la 
toxine tétanique, tout en conservant son action sur la toxine 
diphtérique. Il me semble que, pour exercer son action anti- 
toxique, le carmin ne doit pas étre préparé tout récemment. 


CONTRIBUTION EXPERIMENTALE 


A LRTUDE DE LA TRANSMISSION HEREDITAIRE 


De I'Immunité contre le bacille d’Eberth 
ET DU POUVOIR AGGLUTINANT 


Par LE Dr Paut REMLINGER 
MEDECIN AIDE-MAJOR DE PREMIERE CLASSE 


{Laboratoire militaire de bactériologie de Tunis.) 


Peu de temps aprés la découverte de Widal, lorsque la pro- | 
priété agglutinante apparaissait encore comme une réaction 
dimmunité, nous avions pensé pouvoir résoudre, a la lueur de 
cette réaction, les différents problémes afférents 4 Phérédité de 
Vimmunité acquise contre le bacille d’Eberth, et tirer de la des 
déductions intéressantes au point de vue de la transmission 
héréditaire de immunité en général. L’avenir n’a pas justifié 
ces prévisions; il est admis aujourd’hui qu’il n’existe aucune 
relation entre l’immunité et la propriété agglutinante, et nos 
expériences perdent ainsi beaucoup de leur intérét. Néanmoins si 
Ja transmission de Vimmunité a été étudiée chez les animaux 
vaccinés contre le tétanos (Ehrlich', Tizzoni et Centanni, Vaillard ’) 
le bacille pyocyanique (Charrinet Gley)’, ladiphtérie(Wernicke)*, 
le charbon, le choléra et le vibrion avicide (Vaillard), aucune 
expérience n’a été entreprise, 4 notre connaissance, sur la 
transmission de l’immunité acquise contre le bacille d’Eberth. 
D’autre part, la transmission héréditaire de la propriété agglu- 
tinante n’a été encore objet que d’un petit nombre de travaux, 
quelques-uns contradictoires. Ces considérations nous ont 
engagé a publier le résultat de nos. recherches sur ces deux 
questions. 


4. Zeitschr. f. Hyg. 1892 et 1894. 

2. Ces Annales, 1896, p. 65. 

3. Comptes rendus, sept. 1898. 

4. Institut @hyg. de V Université de Berlin, 1895. 
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Nos expériences ont porté sur des lapins et surtout sur des 
cobayes. Ces animaux étaient, vaccinés contre le bacille d’Eberth 
a l’aide d’injections sous-cutanées a doses progressivement 
croissantes de cultures virulentes en bouillon peptonisé, ayant 
passé 15 jours a l’étuve a 37° et stérilisées ensuite & 120 degrés. 
Ainsi que l’a montré Sanarelli’, immunité des petits animaux 
de laboratoire est obtenue rapidement a l’aide de ce procédé. Le 
sérum acquiert également trés vite un pouvoir agglutinant 
intense (1/300, 1/400 et jusqu’a 1/500). | 
- Ces mémes animaux étaient éprouvés a laide d injections 
intrapéritonéales de cultures virulentes (procédé de Sanarelli). 
Chaque fois, la quantité de culture injectée était la quantité 
strictement suffisante pour amener la mort des témoins. La con- 
tamination par voie digestive aurait présenté l’avantage de rap- 
procher des conditions qui s’observent chez ’homme; mais, 
bien que la fiévre typhoide puisse étre transmise expérimenta- 
lement par cette voie, les résultats fournis par ce mode d’inocu- 
lation sont trop inconstants pour pouvoir étre utilisés. 


ROLE DU PERE 


Expérience I.-— Un lapin male est immunisé du mois de janvier au mois 
de mars 1897. Au ter mars, il supporte l’injection dans le péritoine de5c. ec. 
d’une culture virulente. Son pouvoir agglutinant est de 1/300. Il est accouplé 
a une femelle normale et demeure avec elle pendant toute la durée de la 
gestation. Son immunité est entretenue pendant cette période a Vaide din- 
jections 4 doses croissantes de cultures stérilisées. Le 5 avril, la femelle 
met bas 3 petits. Le dixiéme jour aprés la naissance, l’un d’eux est éprouvé 
a laide de V gouttes de culture virulente et succombe a une péritonite. De 
méme pour un 2¢ Japin inoculé au bout de 15 jours, et pour un 3e inoculé 
au bout de 20. Le sang de ces trois lapins, examiné 5 jours aprés la nais- 
sance, ne présentait aucune propriété agglutinante. La séro-réaction faisait 
également défaut dans le sang de la mére. 

Répétée chez Je cobaye, cette expérience a fourni un résultat de tous 
points identique. | | 

Experience II, — Un cobaye male est immunisé pendant les mois de 
septembre et d’octobre 1897, puis accouplé a une femelle & laquelle aucune 
immunité n’avait été conférée, L’immunisation du male est poursuivie pen- 
dant toute la durée de la gestation. La femelle met bas deux petits le 


41. Ces Annales, 1892 et 1894, 
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10 janvier 1898. Leur sang, examiné quelques jours aprés la naissance, ne 
possédait aucune propriété agglutinante. Méme absence de pouvoir agglu- 
tinant dans le sang de la mére. Au 8e jour, l’un des petits recoit dans le 
péritoine III gouttes de culture virulente et succombe. Méme résultat chez 
le second au 15e jour avec IV gouttes. 

De ces deux séries d’expériences, nous croyons pouvoir con- 
clure que le pére est incapable de jouer un role dans la transmis- 
sion de l’immunité contre le bacille d’Eberth. Ces résultats, s’ils 
contrastent avec ceux qui ont été obtenus par Charrin et Gley 
avec le bacille pyocyanique, concordent avec ceux d’Ehrlich et de 
Vaillard pour le tétanos, le charbon, le choléra et le vibrion 
avicide. Le male est également inapte a transmettre & ses des- 
cendants la propriété agglutinante. Cette propriété n’est pas 
davantage transmissible du male a la femelle. 


ROLE DE LA MERE 


Expersence I. — Une femelle de cobaye est immunisée du mois de 
décembre 1896 au mois de mars 1897. Elle arrive a supporter l’injection 
dans le péritoine de 5 c. c. W@une culture trés virulente. Son pouvoir 
agglutinant devient égal a 1/300. Elle est accouplée 4 un male normal et les 
injections immunisantes sont suspendues. Le 22 juin, elle met bas 4 petits. 
Le sang d’aucun d’eux n’agglutine le bacille d’Eberth. Quinze jours aprés la 
naissance, l’un des petits est inoculé avec V gouttes de culture et survit. Le 
second recoit VIII gouttes de culture dans le péritoine le 20¢ jour et succombe. 
Les deux derniers sont inoculés chacun avec X gouttes de culture a un mois; 
ils résistent, mais inoculés a deux mois avec XV gouttes, ils succombent |’un 
et l’autre en 48 heures a une péritonite a bacilles d’Eberth. 

Cette femelle, dont ’immunité n’avait plus été entretenue, a mis bas a 
nouveau le 3 décembre 4897. Des trois petits, un ‘seul a survécu a l’épreuve 
de X gouttes de culture pratiquée le 20¢ jour aprés la naissance. 

Une 3¢ portée composée de deux petits est venue au monde le 
42 mai 1898. Aucun d’eux n’avait d’immunité. Or a cette époque, la mére 
supportait encore sans réagir des doses élevées de culture. Son pouvoir 
agglutinant était 4 peu prés nul. 

Expérience II. — Une femelle de cobaye est immunisée contre le bacille 
d’Eberth du 45 janvier au 1¢™ mars 1898, puis accouplée 4 un male normal. 
L’immunisation est dés lors suspendue. Le 8 mai elle met bas 3 petits. 
Aucun d’eux ne présente la réaction agglutinante. L’un de ces petits, 
inoculé le 5e jour aprés la naissance, résiste. Un second, éprouvé le 48e jour, 
résiste également; mais un troisiéme, inoculé au bout d'un mois, succombe. 
L’un des deux rejetons qui-avaient triomphé d’une premiére inoculation est 
éprouvé sans plus de succés au 40¢ jour; mais l'autre, inoculé a4'la méme 
date, succombe a une péritonite a bacilles d’Eberth. 

L’immunité de la mére n’est plus entretenue, le pouvoir agglutinant 
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baisse rapidement. Au 4er juillet 1898, il n’était plus que de 4/50. Le 
12 septembre, cette femelle met .bas deux petits. Ni l’un ni l'autre n’a 
résisté au 20¢ jour & une injection intrapéritonéale de X gouttes de culture. 
La mére, éprouvée en méme temps avec 4 c. c., n’a présenté aucune réaction. 


Une femelle de cobaye immunisée contre le bacille d’Eberth 
avant la conception confére ainsi & ses rejetons une immunité 
réelle, mais fugace. Cette immunité ne couvre guére la descen- 
dance pendant plus d’un mois aprés la naissance, et, d’autre part, 
son action se limite 4 la portée qui suit immédiatement la vac- 
cination. La propriété agglutinante ne parait pas transmissible 
dans ces conditions. 

Les résultats sont légérement différents si immunisation de 
la mére, au lieu d’étre interrompue dés la conception, est pour- 
suivie pendant la gestation. Cette expérience est délicate a 
réaliser. Les avortements sont fréquents, et parfois c’est le 
bacille d’Eberth lui-méme qui est transmis de la mére au foetus. 
En n’injectant pendantla gestation que des quantilés de toxine peu 
considérables, on obtient cependant dans quelques cas heureux 
qu'elle soit menée a bonne fin. Témoin les deux observations 
sulvantes : 


Experience I. — Une lapine fortement immunisée contre le bacille 
d’Eberth est accouplée au commencement de février 1898 & un male 
normal. L’immunisation de la mere est poursuivie avec prudence pendant 
toute la durée de la gestation. Le pouvoir agglutinant se maintient a 
41/400. Elle met bas quatre petits le 13 mars. Le sang de trois d’entre eux 
présente trés nettement la réaction agglutinante. Le pouvoir agglutinant 
est cependant beaucoup moins intense que chez la mére (4/40 chez l’un des 
petits lapins, 1/30 chez les deux autres, au lieu de 1/350 a 1/400 chez la 
mére). Le sang du 4¢ lapin ne donne aucune réaction. Cet animal est trés 
chétif; il meurt le 3e jour aprés la naissance. Les organes ne présentaient 
aucune lésion macroscopique, mais le sang du cceur, la pulpe hépatique et 
splénique ensemencées donnaient du B. d’Eberth en culture pure. Les 
trois survivants sont inoculés, savoir l’un au dixiéme jour avec V gouttes de 
culture, le 2° au vingtiéme avec VIII gouttes, le 3e au vingt-cinquiéme 
avec X. Tous ont résisté. Ces animaux ont été éprouvés & nouveau simulta- 
nément au 35¢ jour; un seul a succombé, Les deux autres inoculés au 50¢ jour 
avec une dose de culture un peu forte (un demi-centimétre cube) ont suc- 
combé alors a une péritonite a bacilles d’Eberth. 

Expérience II, — Une femelle de cobaye fortement immunisée contre la 
fiévre typhoide est accouplée au commencement de janvier 1898 & un male 
indemne de toute immunisation. Pendant la gestation, l’immunité est entre- 
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tenue avec de grandes précautions., Le 17 avril, la femelle met bas 5 petits, 
L'un d’eux ne vécut que quelques heures et ne put étre examiné. Les quatre 
autres présentaient un pouvoir agglutinant variant de 1/30 a 1/40, c’est-a- 
dire trés inférieur & celui de la mére, qui s’était maintenu aux environs de 
1/200 pendant toute la durée de la gestation. L’un des cobayes recoit dans 
le péritoine, vingt jours aprés sa naissance, XV gouttes de culture et résiste. 
Les deux autres sont éprouvés au 4e jour avec XX gouttes. L’un d’eux 
succombe; l’autre résiste; il succomba & deux mois et demi a l'injection 
d’un demi-centimétre cube. 

L’immunisation de la mére avait été interrompue dés qu’elle avait eu mis 
bas. Le 13 aotit elle donne le jour 4 deux nouveaux petits. Aucun d’eux ne 
présentait de réaction agglutinante, ni d’immunité. 


La vaccination de la mére au cours de la gestation rend ainsi 
Yimmunité du rejeton un peu plus persistante. Méme dans ces 
conditions, ’immunité demeure limitée & la portée en vue de 
laquelle la vaccination a été opérée; elle ne s’étend pas aux 
portées suivantes. 


I] était intéressant de rechercher si dans la transmission de 
Vimmunité contre le bacille d’Eberth, Vallaitement jouait un 
réle analogue 4 celui qui a été observé par Ehrlich chez les 
souris vaccinées contre |’abrine, la ricine ou le tétanos. Répétant 
Pexpérience d’Ehrlich, nous avons pu a deux reprises différentes 
féconder simultanément des animaux normaux et des animaux 
immunisés contre le bacille d’Eberth, puis aprés la parturition 
substituer une portée a l’autre. 


Expérience I, — Une lapine normale et une lapine immunisée mettent bas 
trois petits chacune, dans les premiers jours de décembre 1897. Trois jours 
aprés la naissance de la derniére portée, le croisement des nourrices est 
effectué. Le pouvoir agglutinant du lait de la femelle immunisée était de 
4/40 ; celui de son sérum de 1/300. Les petits lapins issus de la mére saine, 
puis nourris par la mére immunisée, n’ont jamais présenté de propriété 
agglutinante. Le sérum des lapins issus de la mére immunisée n’agglutinait 
pas davantage (l’immunisation avait été interrompue au cours de la ges- 
tation.) 

Les résultats obtenus au point de vue de Yimmunisation contre le 
bacille d’Eberth sont consignés dans le tableau suivant: 
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LAPINS NORMAUX 
NOURRIS 
PAR MERE \ IMMUNISEE 
Lapinn® 4. — Recoit dans le péri- 
toine, 145 jours aprés sa naissance, 
au 40¢ jour de l’allaitement par la 
femelle immunisée, 10 gouttes de 
culture virulente. Mort en 24 heures. 
Lapin no 2. — Eprouvé le 20¢e 
jour aprés la naissance, avec 415 
gouttes de culture. Succombe. 
Lapin no 3. — Est inoculé 1 mois 
aprés la naissance, (l’allaitement 
venant d’étre terminé) avec 415 gout- 
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LAPINS NES DE MERE IMMUNISEE 
NOURRIS 
PAR LAPINE NORMALE 
Lapin no'1, — Inoculé le méme 
jour dans les mémes conditions. 
Résiste. Résiste 4 15 gouttes 4 un 
un mois. Est tué a 45 jours par un 
demi-centimétre cube. 
Lapin no 2. — Résiste. N’a plus 
été inoculé. 


Lapin no 3. — Est inoculé avec 15 
gouttes, l’allaitement terminé. Re- 
siste. 


tes de culture. Mort en 24 heures. 


Experience IT. — Une cobaye normale met bas 2 petits le 23 février 1898, 
et une cobaye immunisée 3 petits le 28. Le 1e" mars, les deux petits de l’ani- 
mal normal sont confiés 4 animal immunisé, et deux des rejetons de ce 
dernier immunisé ‘sont donnés a l’autre. Tous ces animaux ont été éprouvés 
simultanément le 15 mars. Les trois cobayes provenant de la mére_immu- 
nisée ont recu une quantité de culture double de celle qui était inoculée aux 
deux autres. Les deux cobayes nés de mére normale, mais nourris par la 
femelle immunisée, ont succombé au bout de 24 heures 4 une péritonite 
due au bacille d’Eberth. Le cobaye qui avait été allaité par sa mére immu- 
nisée a résisté. Des deux autres animaux, nés de mére immunisée, mais 
nourris par une mére normale, l’un a résisté, l’autre a succombé au bout 
de trois jours. Le sérum d’aucun de ces cing cobayes ne présentait de 
réaction agglutinante. Le lait du cobaye immunisé agglutinait cependant. 
dans la proportion de 1/40 et le sérum dans Ja proportion de 4/200. 


L’allaitement par une femelle immunisée ne réussit done a 
transmettre & la descendance du lapin et du cobaye ni l’immu- 
nité contre le bacille d’Eberth ni le pouvoir agglutinant. Un 
cobaye ou unlapin né de mére immunisée ne perd, par contre, 
rien de son immunité du fait de l’allaitement par une mere nor- 
male. Ces résultats concordent avec ceux qui ont été obtenus 
par M. le professeur Vaillard, chez le lapin et le cobaye immu- 
nisés contre le tétanos, mais ils contrastent avec ceux d’Ehrlich 
chez les souris vaccinées contre l’abrine, la ricine, le tétanos ou 
le rouget. C’est également chez la souris seulement que 
MM. Widal ‘et Sicard ont observé la transmission du pouvoir 
agglutinant de la mére ou foetus, par l’allaitement. Il edt done 
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été intéressant d’immuniser des souris contre le bacille d’Eberth 
et de répéter dans ces conditions l’expérience d’Khrlich. A réa- 
liser cette expérience, nous avons malheureusement. éprouvé 
les plus grands mécomptes (absence de fécondation, avorte- 
ments, mort prématurée des petites Souris), et, aprés de nom- 
breuses tentatives infructueuses, nous avons di y renoncer. 
Nos recherches présentent de ce fait une lacune que nous 
regrettons vivement. 
oe 

Les conclusions que nous croyons pouyoir. tirer de nos 
expériences tiennent dans les quelques propositions suivantes : 

1° Au point de vue de la transmission de Pimmunité acquise contre 
le bacille d Eberth : 

a) Le role du pére est nul ; 

b) Le role de la mére est réel, surtout lorsque limmuni- 
sation a pu étre poursuivie pendant la gestation. Méme dans 
ces conditions, l’immunité conférée est courte et fugace. Elle ne 
couvre pas la descendance au dela d’un mois ou de deux. Elle 
ne s’étend qu’a la portée qui suit immédiatement la vaccination. 

c) L’allaitement — chez le cobaye et le lapin tout au moins 
— ne joue aucun role dans la transmission de limmunité; 

2° Au point dé vue de la transmission du pouvoir agglutinant. 

a) Le réle du pére est nul ; 

b) La mere ne transmet a ses rejetons la propriété aggluti- 
nante que sil immunisation a été poursuivie pendant la gesta- 
tion. Le pouvoir agglutinant est beaucoup plus faible chez le 
foetus que chez la mére. I] ne persiste pas au dela de quelques 
mois ; . 
c) La propriété agglutinante n’est pas — chez le cobaye 
et le lapin tout au moins — transmissible par l’allaitement. 

Bien que la propriété agglutinante ne soit pas une réaction 
d’immunité, il existe, on le voit, une relation trés étroite entre 
la transmission du pouvoir agglutinant et du pouvoir immuni- 
sant. On peut se demander si, en regard de la substance agglu- 
tinante, il n’existe pas dans les humeurs du typhoidique ou de 
Vanimal vacciné une substance immunisante, soumise absolu- 
ment aux mémes lois physiques d’osmose ou de filtration. 


DU ROLE DES MOUSTIQUES DANS LE PALUDISME™ 


Par le major RONALD ROSS, 


du service médical indien. 


Jusqu’a l’année derniére, la découverte d’un stade libre du 
parasite du paludisme, probléme d’une extréme importance 
pratique, paraissait présenter des difficultés insurmontables. Je 
me propose d’indiquer ici briévement la solution de ce probléme. 

Dans les premiers travaux ot le docteur Laveran exposait sa 
grande découverte de l’hématozoaire du paludisme, Villustre 
savant exprimait l’opinion que les moustiques jouent le méme 
role dans la propagation du paludisme que dans celle de la fila- 
riose. Cette opinion est maintenant confirmée; et il est remar- 
quable que le docteur Laveran n’ait pas été seulement le premier 
a observer l’agent du paludisme, mais aussi le premier a indiquer 
son mode de développement en dehors de l’organisme humain. 

Pour une autre question, le docteur Laveran a également vu 
juste. Alors que plusieurs auteurs considéraient les corps 
flagellés comme des formes de dégénérescence, il a prétendu, au 
contraire, que c’est le stade le plus avancé de l’organisme du 
paludisme dans le sang. 

Pendant longtemps, cependant, on n’a pas réussi 4 élucider 
la fonction de ces corps singuliers; mais, en 1894, le doc- 
teur Patrick Manson, qui avait déja démontré le réle du mous- 
tique dans la filariose, a découvert le véritable réle des corps 
flagellés. Insistant. sur le fait que les flagelles sont produits 
seulement aprés la sortie du sang des vaisseaux, il est arrivé & 
la théorie que ce sont les agents de propagation du parasite dans 
quelque insecte suceur, par exemple le moustique. Manson ajou- 
tait ainsi un argument important & ceux déja produits par 
Laveran. 


Frappé de la valeur de ces remarquables inductions, je me 


4. Cette note a été présentée & l’'Académie de médecine dans la séance du 


24 janvier 1899 et a été objet d’un rapport de M. Laveran lu a la séance du 
31 janvier. 
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décidai, dés 1895, 4 me consacrer, dans l’Inde, & la solution de 
la question. De nombreux moustiques, d'une espéce commune, 
étaient nourris sur des malades ayant des croissants dans le 
sang; mais quoique ces hématozoaires fussent transformés en 
corps a flagelles dans l’estomac des insectes, je reconnus qu’il 
était impossible, a cause de l’extréme délicatesse de la recherche, 
de suivre les flagelles libres dans les tissus. Je me déterminai 
alors 4 adopter une méthode de recherches indirecte. Des mous- 
tiques, nourris comme précédemment, étaient conservés plusieurs 
jours et examinés, au bout de ce temps, dans l’espoir d’y trouver 
un stade plus avancé des parasites. J’éprouvai leméme insuccés; 
et, durant deux ans et demi, mes trés laborieuses recherches 
ne me conduisirent a aucun résultat positif. 

Finalement cependant, en aout 1897, en examinant par cette 
méthode deux moustiques d’une nouvelle espéce que j’avais 
obtenus de la transformation de larves, et qui avaient été nourris 
sur un malade avec croissants, j’observai, dans les tissus de 
Vestomac, ou, plus exactement, de l’intestin moyen, certains 
corps arrondis qui contenaient indiscutablement le pigment 
typique du paludisme. Je pensai que l’évolution des hémato- 
zoaires, en dehors du corps humain, cherchée depuis si long- 
temps, était enfin trouvée; mais malheureusement les circon- 
stances m’empéchérent de continuer immédiatement mes 
recherches’. 

Cette année (1898), j’ai été placé, par le gouvernement 
de l’Inde, dans des conditions spéciales pour continuer ces 
recherches. Pour diverses raisons, je me suis déterminé a 
travailler avec les parasites des oiseaux, qui, comme on le sait, 
sont extrémement voisins de celui de Laveran. Aprés quelques 
insuccés préliminaires, je réussis de nouveau 4 produire des 
corps pigmentés, dans les moustiques d’une espéce déterminée, 
en les nourrissant sur des oiseaux parasités par des Proteosoma 
Labbé. Ces corps étaient exactement semblables 4 ceux précé- 
demment obtenus chez des insectes (d’une espéce différente) 
nourris sur un homme qui avait des croissants dans le sang. 

J'ai eu & ma disposition, en grande quantité, les oiseaux et les 
moustiques nécessaires & mes expériences; il m’a donc été 
facile de déterminer la nature des corps pigmentés. J’ai reconnu : 


4. Ross. British Medical Journal, 18 déc. 1897 et 26 fév. 1898. 
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1° quils ne se rencontrent jamais dans les expériences de contrdle 
faites en nourrissant les moustiques sur des oiseaux sains ou 
infectés par des Halteridium Labbé; 2° que ces corps croissent 
en dimensions de jour en jour. Ces raisons, et plusieurs autres, 
m’ont fait conclure que les corps pigmentés constituent un 
stade du développement de |’hématozoaire dans le moustique. 
En un mot, la théorie de Laveran et Manson était prouvée’. 
Mais il restait encore beaucoup 4 faire. — Il était clair que: 
désormais les recherches devaient étre conduites dans deux 
directions..— D’abord, il était nécessaire de fixer pas a pas 
l’évolution du Proteosoma dans le moustique, de fagon a avoir 
un développement type pour tous ces parasites, et un guide 
pour la découverte des lois générales de la diffusion dela Malaria. 
En second lieu, il était indiqué de chercher 4 connaitre d’une 
facon précise les hétes des parasites humains et leur habitat. Ce 
dernier programme d’études était particuliérement attirant et pro- 
mettait des découvertes intéressantes, mais je choisis le premier 
comme étant, en réalité, le plus important. —- Poursuivre les 
deux ala fois était impossible a une seule personne. > 
M’attachant alors aux Protéosoma, jai établi les faits suivants 
concernant leur évolution. — Les corps pigmentés. croissent 
rapidement a partir du jour ot l’insecte a pris infection. Atta- 
chés a l’enveloppe externe de l’estomac, toujours immobiles, 
avec un contour sphéroidal, ils perdent graduellement leur: pig- 
ment en méme temps qu’ils grossissent ; ils font hernie dans la 
cavité coelomique ou sanguine de leur héte ; et finalement attei- 
enent un diamétre de 60 ». — Cette évolution dure un temps 
variable, en rapport avec la température du milieu extérieur ; il 
varie de six jours, dans la saison chaude, & deux semaines ou 
plus dans la saison froide. — Quand ils sont mars, les parasites 
donnent naissance & deux sortes d’éléments reproducteurs ; 
1° de nombreux éléments délicats, semblables & des. fils, 
denviron 12 446-4 de long, que je propose d’appeler filaments 
germes (germinal threads) ; 2° un nombre plus faible de gros corps 
brun, foncé, de ¢ourbure variable, que je nomme spores noires 
(black spores). Ces éléments formés, l’organisme progéniteur se 
rompt, et ils se répandent dans les liquides circulants du mous-, 
tique. 4 i: 
1. Voir Manson, British med. Journal, 18 juin 1898. 
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De la connaissance du role de ces filaments germes et de ces 
spores, dépend la possibilité de la prophylaxie du paludisme. 

Les filaments germes ‘sont’ d’une extréme délicatesse ; les 
spores noires sont trés résistantes. Quelles sont leurs fonctions? 

J'ai dit que les uns et les autres étaient disséminés dans le 
sang du moustique. Ainsi, il suffit d’enlever une portion de la 
téte ou du thorax de Vinsecte pour les trouver en grande quan- 
tité! En les observant attentivement dans la partie antérieure 
du thorax d’un moustique. je m’apercus que quelques filaments 
germes étaient contenus dans une cellule fortement réfringente. 
Plus tard, chez un autre insecte, je trouvai une grosse glande 
du cou formée de cellules semblables entourant un canal central. 
Quelques-unes des cellules de cette = étaient peseeioe dé 
« germinal threads »». | ; | 2 

Quelle est cette glande ? Je ne le savais Bile alors. Mais, par 
une dissection soigneuse, je reconnus que son conduit aboutit.& 
Vextrémité de l’épipharynx, un des stylets qui servent & l’insecte 
pour percer la peau. La glande est la glande venimo-salivaire du 
moustique. Les germes oceupent ses cellules. 

La conséquence est claire. Les filaments-germes qui se trou: 
vent dans les cellules sécrétantes, passent, avec la sécrétion de la 
glande, dans la blessure faite par Vinsecte 4 la peau d’un sujet 
sain ; 1a, ils se mélangent avec leisang; et produisent l’infection.; 

Par conséquent, contrairement & toutes nos hypothéses, le 
paludisme doit étre une maladie transmissible. Il restait seule- 
menta donner la preuve définitive, c’est-a-dire a infecter de cette. 
facon ‘des oiseaux sains: . . 

A la finde juin dernier, quatre moineaux (Passer indicus) et un 
oiseau tisserand (Ploceus bengalensis), dont le sang, a plusieurs exa- 
mens, n’avait pas montré de Proteosoma, étaient exposés, pendant 
la nuit, aux piqdres de nombreux moustiques gris nourris, plus 
d’une semaine auparavant, sur un moineau contenant des Pro- 
teosoma. Le 9 juillet, ces 5 oiseaux étaient examinés et je constata j 
quwils étaient infeclés par des essaims de parasites. — Tous 
moururent hientét; leur foie et leur rate se montrérent forte- 
ment chargés du pigment noir caractéristique de la maladie a 
hématozoaires des oiseaux. ~ 

L’expérience a été répétée a plusieurs reprises sur une quan- 
tité deemoineaux et d’autres oiseaux. Un fort pourcentage s'est 
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trouvé infecté aprés une période déterminée d'incubation. Ainsi, 
de 28 moineaux primitivement sains, soumis aux piqires de 
moustiques gris, préalablement nourris sur des moineaux mala- 
des, 22, soit 79 0/0, sont devenus infectés, tous avec un grand 
nombre de parasites, aprés une période d’incubation de 5 a 
8 jours. J’exclus de cette statistique les oiseaux qui sont morts, 
avant la fin de la période d’incubation, de diarrhée et d’autres 
maladies auxquelles les moineaux en captivité 4 Calcutta sont 
sujets. Des 6 oiseaux qui n'ont pas pris l’infection dans le cours 
de cette expérience, un a été soumis 4 une seconde épreuve, qui 
a donné un résultat peositif. 

D’autre part, de 2 corbeaux (Corvus splendens) et 4 oiseaux 
tisserands (dont quelques-uns renfermaient des Halteridiwm, mais 
aucun des Proteosoma), un des corbeaux et tous les tisserands ont 
montré une forte infection & Proteosoma, 9 ou 10 jours aprés 
avoir été piqués par des moustiques gris préalablement nourris 
sur des moineaux avec Proteosoma. 

Enfin, de. 5 moineaux qui primitivement renfermaient 
quelques rares Proteosoma, 4 ont montré une nouvelle et plus 
intense infection, une semaine aprés avoir été soumis a une 
épreuve semblable. 

Je n’ai pas réussi & transmettre le Proteosoma des moineaux 
aux « mainas » (Acridotheres tristis) et & quelques autres oiseaux. 

Chez tous les oiseaux ot les parasites apparaissaient aprés 
Yexpérience, V’invasion présentait un caractére tellement 
constant et net, qu’il n’est pas possible de douter que l’infection 
est bien due aux moustiques. Le sang des oiseaux expérimentés 
était examiné avant l’expérience et plusieurs fois aprés. L’évo- 
lution des parasites est toujours la suivante. Le sang reste sans 
un seul Proteosoma (excepté dans le cas des 5 moineaux qui, 
avant l’expérience, en contenaient quelques-uns) jusqu’au 5°, 
6°, 7° ou 8° jour aprés l’expérience, et alors on trouve un ou 
deux parasites dans toute une prise de sang. Le jour suivant, 
invariablement, on constate que le nombre des parasites a forte- 
ment augmenté; ce phénoméne continue pendant un petit 
nombre de jours et, dans presque tous les cas, les parasites 
deviennent si nombreux qu’on peut en compter de 10 a 60 
et méme plus dans le seul champ d’une lentille & immersion homo- 
géne, et que j’ai observé souvent jusqu’a 7 parasites dans un 
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globule. Les seules exceptions sont celles, du corbeau et. des 
5 moineaux préalablement infectés, chez lesquels le nombre des 
parasites n’a jamais dépassé un par champ, ce qui, néanmoins, 
est encore un nombre élevé pour les Proteosoma. 

La plupart des oiseaux meurent et montrent non seulement 
la pigmentation caractéristique du foie, mais aussi une teinte 
d’encre du sang lui-méme. Chez les rares oiseaux qui guérissent, 
le nombre des parasites décroit rapidement. 

Durant la plupart de ces expériences, un grand nombre 
d’oiseaux sains ont servi de controle; ils étaient préservés la 
nuit des piqtres des moustiques, en liberté dans le laboratoire, 
par une moustiquaire. Un seul de ces oiseaux s’est montré 
infecté 4 un second examen; et dans ce cas, les parasites étaient 
si rares que je pense qu'ils m’avaient échappé a la premiére 
observation. 

Les moineaux sauvages 4 Calcutta (ol ces expériences ont 
été faites) ne sont pas fréquemment ni, en régle générale, séve- 
rement infectés. De 111 examinés, j’ai trouvé des Proteosoma 
seulement chez 15, soit 13,5 0/0; dans la plupart des oiseaux 
malades, les parasites étaient trés peu nombreux, et deux seule- 
ment montraient une moyenne de plus d’un hématozoaire par 
champ. 

. On doit aussi noter que, quand les moineaux sont une fois 
infectés, ils perdent rarement leurs parasites; de sorte que les 
hématozoaires n’apparaissent pas et ne disparaissent pas comme 
dans le paludisme humain; et si on n’en trouve pasa un premier 
examen, il y a peu de chances d’en rencontrer a un second, s'il 
n’est pas intervenu une infection. On a émis l’hypothése que, 
dans ces expériences, les parasites étaient apparus spontanément 
chez les oiseaux, qui étaient devenus malades par suite de leur 
captivité. Cela est tout a fait impossible, et, en fail, est faux. 

Les conclusions de ces expériences peuvent donc étre 
admises. Le Dt Bignami, en se basant sur une seule expérience 
semblable, probablement moins rigoureuse qu'une quelconque 
des micnnes, et faite plusieurs mois plus tard, a derniérement 
revendiqué pour lui la priorité de toute la théorie du rdle des 
moustiques. Puis-je en réclamer une petite part pour les D® La- 
veran et Manson dont les idées ont servi de point de départ 
& mes observations nombreuses, antérieures a celles de Bignami? 
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Nous connaissons done le cycle complet de l’évolution des 
parasites du paludisme. Il n’y a’pas de raison pour que l’héma- 
tozoaire humain différe matériellement, dans son cycle évolutif, 
de celui des oiseaux. Les hématozoaires entrent dans l’estomac 
du moustique; ils croissent dans les parois de Vorgane; ils 
donnent. naissance aux filaments germes; ces filaments péné- 
trent dans les cellules de la glande venimo-salivaire de 
Vinsecte, et de la sont disséminés dans les capillaires d'un 
sujet sain. L’infection est expérimentalement produite et le 
cycle est complet. 

Arrivons maintenant aux spores noires. Ici, j’ai eu moins de 
succés. Ces corps sont évidemment -des formes durables, 
capables de vivre en dehors des organismes vivants, dans le 
monde extérieur. Ce sont des formes de résistance. Elles ne sont 
pas modifiées dans le corps du moustique vivant; elles restent 
également inaltérées. dans l’eau, aprés'‘un séjour de sept 
semaines. D’aprés plusieurs expériences: que j’ai faites, elles ne 
paraissent pas produire d infection chez les moineaux, adminis- 
trées per os. Kn nourrissant les larves de moustiques sur des 
fragments. de moustiques morts contenant ces: spores, j’ai 
réussi facilement & retrouver ces éléments dans le tube digestif 
des larves; mais ils n’étaient pas transformés, méme dans le 
rectum. ae : 

Le D' Manson a émis l’hypothése, que j’accepte, que ces 
corps sont, capables d’infecter les larves de moustiques aprés 
une certaine période de maturation dans l’eau et ala lumiére du 
jour, et ainsi de continuer la propagation du parasite du palu- 
disme de génération & génération de moustiques. Nous suppo- 
sons qu'ils . produisent dans la larve des organismes qui 
murissent dans l'imago et y donnent de nouveau des filaments 
germes et des spores noires. Le D* Laveran m’a écrit : « Je suis 
de avis de Manson; il est bien probable que le parasite du palu- 
disme n’a chez Vhomme qu’un hote aecidentel et quil doit se 
reproduire dans le milieu extérieur (probablement & l'état de 
parasite du moustique) sans que son passage dans le sang 
humain soit indispensable. » Je pense que les spores noires 
remplissent cette’ fonction, mais ce probléme trés important 
nest. pas encore résolu. 


Ces recherches. étaient complétes en juillet 4898 et leurs 
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résultats ont été présentés-a la British Medical Association par le 
D' Manson & la fin du méme mois’, Depuis lors, j’ai da aban- 
donner ces intéressants travaux. 

Une ceuvre considérable, capable d’occuper un ou méme 
plusieurs savants, reste & accomplir. Il faut découvrir les 
hétes nouveaux des parasites humains dans tous les pays mala- 
riques. Je pense que des hdtes différents peuvent étre trouvés 
dans des localités différentes et que ces hdtes peuvent souvent 
étre des espéces rares de moustiques; de sorte que la ou cette 
espéce abonde, |’endroit est malarique; 1a 6delle est peu nom- 
breuse, la localité est indemne de paludisme. Je pense aussi que 
les larves peuvent, en certains points, se développer dans des 
étangs isolés, de fagon que l’on puisse les exterminer facile- 
ment. Le Dt Mac Callum a fait, en Amérique, de belles obser- 
vations au moment ou je commengais a trouver. mes corps 
pigmentés dans les moustiques. Ces observations tendent a 
montrer que les corps a flagelles sont en relation avec un pro- 
cessus sexuel, d’ou résulte un parasite fécondé doué de nouveaux 
pouvoirs. Manson, se basant sur ces observations, pense que les 
phénoménes sexuels:se passent dans l’estomac du moustique, et 
que lorganisme fécondé constitue mon corps pigmenté et donne 
naissance aux filaments germes et aux spores noires. . 

Grassi, travaillant tout a fait indépendamment de nous, a 
récemment fait de patientes enquétes épidémiologiques qui l’ont 
conduit 4 soupgonner une espéce de moustique Anopheles clavi- 
ger Fab., d’étre ’agent du paludisme en Italie. Aprés avoir vu 
quelques spécimens de mes corps pigmentés qui leur ont été 
envoyés par Manson, Grassi, Bastianelli et-Bignami ont réussi 
4 produire ces corps en nourrissant cette espéce de moustique 
sur des hommes: infectés avec des croissants, confirmant ainsi 
partiellement mes travaux. 

Dans ces derniers mois, Bignami*, comme je l’ai dit, prétend 
qu’il a réussi 4-donner le paludisme 4 un individu sain par les 
piqures de moustiques provenant de localités malariques. 

Cette expérience parait confirmer mes observations sur les 
filaments-germes et sur l’infection des oiseaux sains par ces 
éléments ; mais mon habitude d’expériences semblables dans 


4. Voir British med. Journal, 24 septembre 1898. . 
2. Bienamt. The Lancet, 3 et 10 décembre 1898. 
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Inde me force 4 reconnaitre combien il est difficile de se 
mettre 4 l’abri des causes d’erreur de diverse nature, surtout 
quand on opére dans des localités malariques. 

Malheureusement, le D' Bignami, oubliant son ancienne 
hypothése de la dégénérescence, parait considérer que cette 
unique expérience, faite trois mois aprés que Manson a publié le 
résultat de mes travaux, lui donne le droit de revendiquer pour 
lui la théorie du réle des moustiques. Cette revendication ne 
peut étre admise, 

Je réclame pour deux illustres savants ’honneur d’avoir 
édifié la théorie du réle des moustiques : pour le D‘ Laveran, 
qui l’a congue; pour le D' Manson, qui a deviné la fonction des 
corps flagellés et clairement indiqué la direction précise dans 
laquelle les recherches devaient étre conduites. 

Pour éviter tout commentaire erroné, qu'il me soit permis de 
déclarer ici que mes travaux ont été entiérement dirigés par 
Manson, et que j’ai eu l’assistance de ses conseils et de son 
influence a toute occasion; je dois aussi remercier le D' Laveran 
de m’avoir envoyé ses avis si autorisés. Quand, en mai dernier, 
je lui envoyai des spécimens de mes corps pigmentés du 
moustique, il reconnut immeédiatement la vraie nature de ces 
éléments. 

Je dois des remerciements aux D's Daniels et Rivenburg, 
qui travaillent maintenant avec moi, pour leur concours. 
Nous n’avons pas encore trouvé le meilleur mode de colo- 
ration et de conservation des éléments parasitaires dans le 
moustique, et nous éprouvons surtout une difficulté particu- 
culiére a préparer les glandes salivaires contenant les filaments 
germes. 

Comme conclusion, j’émets l’hypothése que les parasites de 
la fiévre du Texas et peut-étre méme aussi ceux du Surra et du 
Nagana subissent, dans les arthropodes connus comme étant les 
agents de ces maladies, un développement semblable a celui 
des hématozoaires de ’homme et des oiseaux chez les mous- 
tiques. Je considére comme probable que la malaria est commu- 
niquée & Vhomme uniquement par les morsures des mous- 
tiques et peut-étre d’autres insectes. 

Calcutta, 31 décembre 1898. 
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LES MICROBES DES NODOSITES DES LEGUMINEDSES 


Par M. MAZE 


Préparateur A lInstitut Pasteur 


QUATRIEME MEMOIRE 


Dans les mémoires précédents, j’ai étudié exclusivement la 
physiologie et la morphologie des bactéries des légumineuses. : 
Les faits que j'ai établis ont permis d’expliquer les relations de 
ces microbes ayec le végétal qui les nourrit; ils comportent 
d’autres conclusions d’unintérét plus pratique, car ils serviront, 
plus loin, 4 formuler une opinion précise sur l'emploi de cultures 
pures de bactéries ou de terres convenablement choisies, dans 
Pinoculation du sol. 

Depuis longtemps, en effet, les agronomes ont essayé de tirer 
parti de la découverte d’Hellriegel et Wilfarth en répandant sur 
les terrains destinés aux légumineuses, les bactéries qui se 
fixent sur leurs racines. On a espéré favoriser de cette fagon la 
production de nodosités et permettre a la plante de faire un large 
emprunt 4 l’azote libre de l’air. 

Deux méthodes ont été préconisées dans ce but : celle de 
Salfeld et celle de Nobbe. Je les examinerai trés briévement en 
montrant les bases sur lesquelles elles reposent, et en résumant 
les résultats pratiques que les expérimentateurs en ont tirés. 
J’exposerai ensuite les nouvelles recherches que j’ai entreprises 
pour compléter mes résultats antérieurs et pour vérifier les 
hypothéses de Nobbe. 

Pour introduire les bactéries des légumineuses dans les sols 
qui en sont dépourvus, Salfeld’ s’adresse 4 de bonnes terres 
arables qui ont porté récemment des légumineuses; il prend de 
préférence celles qui ont nourri l’espéce végélale qu'il se pro- 
pose de cultiver, afin de se conformer a l’observation d’ Hellrie- 
gel suivant laquelle les sols de diverses provenances ne seraient 
pas également aptes 4 provoquer la formation de tubercules 


4. Biederm. Centralb. XVIII, 219. 
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radicaux sur une espéce de légumineuse donnée. Ses premiers 
essais datent de 1887; ila opéré sur des sols tourbeux, préala- 
blement assainis et amendés; les terrains soumis a l’expérience 
étaient divisés en parcelles, qui ont recu 40 kilogrammes de 
trois terres différentes n° 1, n° 2 et n° 3, par are. 

Les parcelles additionnées des terres n° 2 et 3 ont fourni les 
plus forts excédents sur les parcelles temoins, comme le montre 
le tableau suivant : 


EXCEDENTS DES RECOLTES SUR LES SOLS NON INOCULES. 


Terre no 2. Terre n9 3. 
Féverole et pois. Féverole et pois. Féverole et vesce. 
SS 
Graines,... 67 0/0 90,3 0/0 208 0/0 
Pailles...., 87,7 » VAT» 84,9 » 


Depuis cette époque, Salfeld a répété ces expériences;. a 
plus souvent avec un succés aussi brillant. 

Ce mode d’inoculation. a l’inconyénient d’étre cotteux; il 
exige le transport de plusieurs tonnes de terre par hectare. 
C’est, en outre, une opération quelquefois peu commode dans 
son exécution. MM. Nobbe et Hiltner* ont simplifié le procédé 
par Vemploi de cultures. pures de bactéries des légumineuses. 

Les bactériologistes avaient montré déja que les microbes 
qui peuplent les nodosités se cultivent facilement sur les milieux 
artificiels. Les cultures conservent la propriété d’envahir les 
racines des légumineuses, au méme titre que les formes libres 
du sol ou les formes incluses dans les nodosités. 

Pour justifier la méthode qu'il préconise, M. Nobbe part des 
hypothéses suivantes : 

Il existe, dit-il, dans le sol, des formes neutres capables de 
faire pousser des tubercules sur la plupart des légumineuses et 
des formes adaptées a des espéces bien déterminées. D’une fagon 
générale, infection des plantes se fait donc, pour les premiéres, 
surtout dans les sols incultes ou dans les terres qui n’ont pas 
porté de légumineuses depuis longtemps. La forme neutre se 
modifie si profondément par un passage sur une légumineuse, 
qu elle en devient incapable d’envahir les autres espéces. 

Les microbes ainsi adaptés constituent une race définie ; 
Vespece bacillus radicicola (Beyerinck) ou Rhyzobium Pasteuria- 

1, Land. Versuchstationen. XLVI, 1896. 
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num (Laurent), comprend un certain nombre de races possédant 
la propriété d’envahir respectivement une espdce de légumi- 
neuse bien déterminée. Quelquefois une race est susceptible de 
se fixer sur des plantes différentes, botaniquement. voisines; 
mais elle ne peut plus sur ces hétes inappropriés emprunter de 
Yazote a l’atmosphére. 

Il résulte de 1a que sil’on veut favoriser la fixation de l'azote 
atmosphérique par les légumineuses, il faut avant tout leur offrir 
les bactéries qui leur conviennent. Dans ce but, MM. Nobbe et 
Hiltner ont fait des cultures pures avec toutes les races micro- 
biennes retirées des plantes culturales, et ce sont ces cultures 
quils ont livrées au commerce sous le nom de nitragine (qui 
rend l’azote actif). 

La nitragine a été essayée un peu partout dans les stations 
agronomiques, ¢n France, en Angleterre, en Allemagne, en 
Belgique, en Suisse, etc. Partout les agronomes formulent des 
réserves sur la valeur pratique de ce produit. Tous réclament 
en général de nouvelles expériences destinées 4 mettre au point 
une pratique qui pourrait devenir une source de richesse pour 
Vagriculture. 

Ceux qui ont tenté de vérifier les résultats de Nobbe en se 
plagant comme M. Schribaux (Agriculture pratique, t. I, 1897, 
p- 813) a Vabri des germes du dehors, ont vu qu'il est extré- 
mement difficile d’éviter ’envahissement des plantes par les 
bactéries apportées par lair ou par le sol, ce qui prouve l’énorme 
diffusion de ces microbes. 

Ceux qui ont opéré sur de bonnes terres arables n'ont 
observé aucune action de la nitragine sur le rendement des 
cultures; les bactéries sont si abondantes dans les bons terrains 
qu’elles éclipsent toute influence de la part de la nitragine. 

L’expérience n’a donc sanctionné que dans une mesure trés 
restreinte les faits avancés par M. Nobbe. Quelques observateurs 
sont allés méme plus loin. M. Dehérain, par exemple, rapporte 
que les essais d’inoculation qu'il a faits sur le lupin lui ont 
donné des résultats négatifs, bien qu'il ait fait usage de nitragine 
destinée aux lupins’. 

Voila, trés briévement résumées, les conclusions enregistrées 
au point de vue pratique par les nombreux expérimentateurs 


1, Annales agronomiques, 1898, p. 174. 
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qui ont voulu se rendre compte de lefficacité de la nitragine. 
Quant aux interprétations qu’on en a données, elles sont forcé- 
ment incomplétes, puisqu’on ignorait encore la physiologie des 
bactéries des légumineuses. 

Les faits que j’ai exposés dans ces Annales (janvier 1897, — 

janvier et mars 1898) m’auraient déja: permis d’émettre une 
opinion suffisamment motivée sur les données qui servent de 
base a la pratique préconisée par M. Nobbe. Mais j’ai voulu 
ajouter encore quelques preuves aux arguments théoriques que 
javais déja recueillis. 
Les microbes qui peuplent les nodosités ne périssent pas avec 
elles; ils se répandent dans la terre et se mélent aux espéces 
innombrables qui s’y développent. Que deviennent-ils d'une 
saison a l’autre? Voila ce que Nobbe ne s est pas demande. [I est 
cependant clair que ce sont eux précisément qui assurent l’infec- 
tion des racines dans la suite des années. Peut-on avancer égale- 
ment qu’ils conservent, aprés des mois et des années, les 
propriétés de leurs ancétres, de fagon 4 demeurer incapables de 
se fixer sur d’autres espéces végélales que celles qui avaient 
hébergé ceux-ci? Rien ne serait moins justifié qu’une pareille 
déduction. On sait depuis longtemps, en bactériologie, que 
toutes les espéces microbiennes subissent l’influence des milieux 
ou elles vivent, Plus que toute autre, la bactérie des légumineuses 
jouit de cette souplesse d’adaptation qui assure la dissémination 
d’une espéce et sa conservation. 

Les formes qui vivent dans la terre perdent peu a peu et les 
propriétés, et les caractéres qui rendent si facile le diagnostic de 
lespéce lorsqu’on la prend dans les tubercules radicaux. 

Si lon prépare une délayure de bonne terre, et qu’on en 
nocule quelques centimétres'cubes & des plantes végétant dans 
des solutions nutritives stériles, on voit apparaitre les nodosités 
sur les racines au bout d’une quinzaine de jours. La méme 
délayure de terre ensemencée sur une série de tubes de gélose, 
de fagon 4 obtenir des colonies isolées, ne renferme aucune 
forme microbienne qui rappelle la forme typique de la bactérie 
des légumineuses, soit par ses caractéres morphologiques, soit 
par ses propriétés physiologiques. 

L’espéce n’est pourtant pas absente; le milieu choisi était 
précisément celui dont j’ai donné la. composition dans les 
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mémoires antérieurs. En présence de ce résultat, j’ai fait une 
longue série de passages avec toutes les espsces mélangées qui 
avaient donné des colonies au bout de huit jours. Je suis parvenu 
de cette fagon a obtenir deux formes microbiennes que j'ai pu 
identifier avec la bactérie typique par la méthode des inocula- 
tions. Ainsi, sous linfluence d’une nutrition hydrocarbonée et 
azotée convenable, les formes isolées du sol ont acquis peu a peu 
la propriété d’élaborer la substance mucilagineuse et de fixer 
lazote gazeux. 

Des conditions d’alimentation analogues leur permettaient 
pendant le méme temps d’arriver au méme but par la voie 
haturelle, c’est-a-dire dans les nodosités des plantes inoculées 
avec la délayure de terre. 

La propriété d’organiser l’azote gazeux parait donc trés 
instable chez la bactérie des légumineuses; elle s’acquiert dans 
les nodosités et se perd bientét dans la terre. 

On peut constater directement cette évolution physiologique 

* dans le sol, de la fagon suivante : on prend 500 grammes de 
bonne terre finement pulvérisée; on |’étend sur le fond d’un 
récipient plat de grand diamétre; on la maintient saturée d’humi- 
dité pendant toute la durée de l’expérience et on s’arrange de 
facon a pouvoir, a volonté, faire passer de lair a la surface de la 
culture. On ensemence trés abondamment sans stériliser préala- 
blement le milieu. Dans ces conditions, on favorise la multipli- 
cation de toutes les espéces aérobies qui peuplent la terre. Au 
bout de huit mois, il est impossible d’obtenir des colonies qui 
rappellent l’aspect si caractéristique de celles que fournit la 
bactérie que l’on avait ensemencée. La méme expérience répétée 
avec un sol stérilisé ne conduit pas au méme résultat, Les 
microbes, mis 4 l’abri de la concurrence vitale des espéces qui 
peuplent la terre, possédaient encore leurs propriétés initiales au 
bout dé huit mois. 

Si donc la propriété de fixer l’azote gazeux, la plus impor- 
tante évidemment de toutes celles que la bactérie acquiert dans 
les tubercules radicaux, se perd si rapidement dans la terre, on 
est en droit d’en conclure qu’il en est de méme des autres, et en 
particulier de celles qui constituent les caracteres des races, tels 
quils ont été définis par Nobbe. , 

On peut méme aller plus loin dans cette voie de la dégradation 
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de Vespace, et lui faire perdre, par des passages réitérés sur 
des milieux nutritifs, jusqu’au pouvoir de donner des nodosités 
sur l’espéce végétale d’ou elle est sortie. 

Ces faits constituent, comme on le voit, des objections sérieu- 
ses & la conception de Nobbe; mais ils ne suffisent pas a la 
rejeter; ils prouvent tout au plus que la nature arrive a son but 
par une voie différente du procédé imaginé par Nobbe. Si 
celui-ci peut rendre des services, il faut le conserver; les incon- 
vénients que j’ai fait ressortir peuvent étre surmontés avec 
quelques précautions. Malheureusement les curactéres des races 
de bactéries, au moment ow on les isole des tubercules, sont loin 
d@étre aussi tranchés que le prétend Nobbe. 

Ainsi par exemple, une bactérie sortant d’une légumineuse 
est capable de se fixer sur un certain nombre d’autres espéces. 
D’ailleurs Nobbe ’avoue lui-méme; mais il constate alors que si 
une bactérie envahit une espece végélale différente, mais voisine 
de celle qui Vavait primitivement hébergée, elle ne peut plus 
Valimenter en azote; elle devient en quelque sorte parasite et 
partant, plut6t nuisible. 

Cependant, si on cultive sur un méme milieu artificiel des 
bactéries isolées du tréfle, de la luzerne, des pois, des haricots, 
des vesces, des gesces, etc... toutes fixent]’azote atmosphérique; 
il suffit de satisfaire leurs exigences en aliments azotés et en 
sucre; cela prouve que toutes les fois que ces conditions sont 
réalisées, les bactéries deviennent capables de fabriquer de la 
matiére azotée en partant de Vazole gazeux; elles le trouvent 
dans les racines de toutes les légumineuses; la seule condition 
est qu’elles puissent y pénétrer. 

Il est bien établi en effet que les bactéries n’envahissent pas 
indifféremment toutes les espéces de papilionacées. M. Bréal' a 
obtenu des tubercules sur le lupin en lui inoculant le contenu 
dune nodosité prise sur un pied de luzerne; mais d’une facon 
générale on ne peut pas provoquer la formation de tubercules 
sur les lupins en inoculant des bactéries sortant des plantes qui 
préferent les terrains calcaires. 

Dans cet ordre de faits, les cultures sur milieux artificiels 
élablissent entre les bactéries de provenances diverses la méme 
démarcation que l’épreuve de l'ihoculation. Les microbes des 

1. Annales agronomiques, 1888, p. 490. 
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lupins, de l'ajone et du genét, donnent des cultures trés pauvres 
sur des milieux préparés avec du bouillon de haricot; par contre 
tous ceux qui proviennent des plantes calcicoles y prospérent 
d'une fagon suprenante. On constate, en outre, conformément A 
leur origine, que les premiers s’accommodent facilement de 
milieux acides, tandis que l’adaptation des derniers, trés longue 
et trés pénible, exige des transitions tres ménagées. 

S‘ilest exact que les conditions d’origine identiques entrainent 
une parenté physiologique plus ou moins prononcée, on doit 
pouvoir obtenir des tubercules sur les racines de lupins en leur. 
ioculant les bactéries de Vajone et du genét. Cette expérience 
est facile & réaliser dans les localités ot l’on dispose d’une eau 
caleaire et ot le sol est lui-méme alcalin. On n’a pas a craindre 
dans ces conditions de voir les germes de l’eau ou du sol 
apporter quelque trouble aux résultats des expériences faites 
avec du lupin dans du sable de carriére exempt de calcaire. J’ai 
opéré de cette maniére a l'Institut Pasteur. Les résultats ont 
confirmé mes prévisions. Les lupins inoculés avec les microbes 
de l'ajone et du genét portaient des nodosités aussi grosses et 
aussi nombreuses que ceux qui avaient recu la bactérie du 
lupin. Les racines des plantes témoins ne portaient aucun tuber- 
eule. L’ajone et le genét provenaient de landes incultes de 
Bretagne qui n’ont jamais été cultivées en lupins. Peut-on 
expliquer ces résultats par des considérations d’affinité bota- 
nique? Je ne le pense pas; personne ne peut soutenir que l’ajone 
ou le genét sont plus voisins du lupin que celui-ci du pois. La 
seule interprétation satisfaisante qu’on puisse en donner est la 
longue adaptation des bactéries a des sols possédant la méme 
réaction; celles qui vivent dans les sols calcaires sont capables 
denvahir toutes les plantes calcicoles indigénes; celles qui 
peuplent les terrains acides se fixent indifféremment sur l’ajone, 
le genét ou le lupin. D’ailleurs, ces faits s observent annuellement 
dans certaines régions de la Bretagne otle lupin bleu est cultivé 
sous le nom de « café des champs ». Les quelques pieds que l’on 
seme par ci par la possédent toujours des tubercules, dans des 
terrains acides qui n’ont trés probablement jamais porté de 
lupins. . 

Ces faits nous mettent sur la voie de nouvelles expériences. 
Si la réaction du sol est la raison essentielle de l’existence de 
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deux grands groupes physiologiques dans les bactéries des légu- 
mineuses, il suffira d’habituer.un microbe, isolé sur une plante 
calcicole, aux milieux acides pour le rendre capable de pénétrer 
dans les racines du lupin et d’y provoquer la formation de 
nodosités. Cette expérience a été réalisée dans les mémes con- 
ditions que celle que j’ai rapportée plus haut. Les plantes inoculées 
avec une bactérie cultivée pendant huit mois sur des milieux 
d’acidité croissante portaient toutes des nodosités; elles étaient 
situées sur les premiéres racines latérales; les racines princi- 
pales n’en possédaient pas; parmi les plantes témoins au 
nombre de cing, une seule portait un tubercule. Les mémes 
essais effectués sur du lupin blanc végétant dans des solutions 
nutritives stériles, ont donné des résultats négatifs. Le lupin — 
blanc pousse mal dans les solutions minérales ne renfermant 
que des traces d’azote nitrique ; il meurt aprés avoir développé 
un bouquet de six a huit feuilles ; les racines sont relativement 
longues; elles présentent des irrégularités, des ramifications 
anormales dues a la pénétration des microbes qu’on retrouve 
dans les cellules sur des coupes colorées; mais ils conservent 
leur forme bacillaire, et ne provoquent pas de proliférations 
cellulaires. Quoi qu’il en soit, les inoculations pratiquées sur des 
plantes normalement développées dans le sable sont tout a fait” 
démonstratives. 

Je n’ai pas tenté l’expérience inverse qui aurait consisté & 
inoculer des pois, par exemple, avec les bactéries du lupin; je 
considére que la premiére, plus longue et plus difficile a réaliser, 
est aussi plus concluante. 

Comment interpréterons-nous maintenant! influence de l’aci- 
dité sur la pénétration des microbes dans les racines? 

J’ai déja montré, dans le deuxisme mémoire, que l’infec- 
tion se fait par la région des poils absorbants. C’est aussi 
par la, on le sait, que se fait absorption de l’eau du sol et des 
sels qu’elle tient en dissolution. Si le terrain est calcaire, la 
réaction acide des sécrétions des racines se trouve neutralisée 
jusqu’a une certaine profondeur dans les tissus; les bactéries, 
trés sensibles 4 l’action des acides, profitent de cette neutralisa- 
tion pour envahir le tissu cortical, attirées qu’elles sont par les 
sucres diffusés en cet endroit; mais ces mémes microbes sont 
incapables de pénétrer dans les racines lorsque la réaction 
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acide du suc extravasé n’est pas neutralisée par les bases libres 
ou faiblement retenues par l’acide carbonique, comme cela se 
passe dans les terrains acides; il faut alors des formes spécia- 
lement adaptées aux sols de cette nature; elles s’y rencontrent 
tout naturellement. Ainsi s’explique la classification logique et 
naturelle des bactéries des légumineuses en deux grands 
groupes : celles des terrains calcaires et celles des terrains 
acides. ; 

Sil’on résume ce qui précéde, on peut dire que les hypothéses 
formulées par Nobbe sur les bactéries des }égumineuses ne sont 
confirmées ni par la pratique agricole, ni par les propriétés 
physiologiques de ces microbes. 

Il n’existe pas de races étroitement adaptées 4 une espéce 
végétale donnée; il existe, comme on l’observe dans toutes les 
espéces microbiennes, une série de formes physiologiques douées 
de propriétés variables, acquises sous l’influence du milieu ou 
elles se développent. Si l’on considére les microbes a l’état de 
liberté dans la terre, on peut dire qu’ils se groupent, suivant la 
réaction des terrains, en deux grandes catégories: les formes 
que l’on rencontre dans les sols acides sont seules capables de 
se fixer sur les plantes nettement calcifuges comme les lupins, 
Pajone et le genét. 


* 
* * 


Pour terminer l’examen de inoculation du sol par les cul- 
tures pures de microbes, il y a lieu de se demander quel est le 
sort réservé aux bactéries que l’on incorpore ainsi a la terre. On 
sait aujourd’‘hui que le transport des microbes d’un milieu dans 
un autre de composition différente est accompagné d’une période 
de trouble dans les fonctions de nutrition. Une certaine proportion 
de microbes survit 4 cette opération; mais ceux qui résistent en 
sortent affaiblis; s’ils tombent dans un sol ot Vespéce est déja 
abondante, ils se trouveront dans un état dinfériorité vis-a-vis 
des formes préexistantes déja bien adaptées au terrain, et dans 
ces conditions, on n’aura pas fait un pas vers le but qu’on se 
proposait d’atteindre. 

Si, au contraire, on les répand 1a ou l’espéce manque, comme 
une plante que l’on veut acclimater, on peut assurer qu‘ils 
ne s’y développeront pas. Le milieu ne leur convient pas, car 
nul coin de terre n’est 4 labri d’une espéce microbienne dont 
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Lhabitat naturel est le sol; Vair et l'eau en disséminent partout 
les germes; ct la ow ils ne manifestent pas leur présence par les 
réactions qui les caractérisent, ce n’est pas parce quils manquent, 
mais bien parce que les conditions nécessaires a leur dévelop- 
pement font détaut. Il n’y a évidemment que les sols impropres 
a la culture qui ne puissent satisfaire 4 ces conditions; il ne 
viendrait 4 aucun cultivateur Vidée d’introduire des bactéries a. 
état de cultures pures dans de pareilles terres avant de leur: 
avoir fait subir les, améliorations convenables. ki 

‘Celles-ci une fois réalisées, la nature se charge du reste ; des 
terrains marécageux ne nitrifient‘pas naturellement ; lorsqu’ils 
sont desséchés et amendés, la nitrification s’y déclare immédia- 
tement sans que le cultivateur. intervienne ; mais il est certain 
que l’on peut aider la nature en introduisant une grande quau- 
tité de ferments nitrifiants que les agents de dissémination 
n’apportent qu’au bout d’un temps plus ou moins long. L’expé- 
rience de Salfeld, sur l’inoculation du.sol par les bactéries des 
légumineuses, montre quels sont les avantages que l’on peut 
tirer d’une intervention habile et opportune. Il ne s’est - pas. 
servi de cultures pures, et c’est pour cette raison qwil a obtenu 
des résultats si remarquables. On peut-méme faire observer 
quil ne s’est pas astreint a introduire dans ses terrains les. 
races appropriées telles que Nobbe les définit. Il s’est servi de 
bonnes terres de culture; et en particulier sa terre 3 est une 
sorte de terreau riche provenant d’une ancienne digue qui, on 
peut laffirmer, n’avait pas été cultivée en féverole depuis de 
longues années; elle a fourni cependant les meilleurs résultats 
parce qu’elle renfermait beaucoup de bactéries dans un. état 
physiologique convenable. Geci ne veut pas dire que les cultures 
pures soient sans action dans les sols vierges préalablement 
amendés ; mais j’ai montré que leur emploi entraine toujours un 
certain aléa di: au changement brusque des conditions de milieu 
et aux propriétés physiologiques instables des bactéries cultivées 
sur des milieux artificiels. 

Les considérations précédentes s’appliquent aussi bien au 
microbe de « Valinite » qu’d la bactérie. des légumineuses. 
M. Caron, en faisant une étude comparée de la flore microbienne 
de différents sols, a remarqué que les terrains fertiles, en parli- 
culier los luzerniéres et toutes les terres cultivées en légumi- 
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neuses en général, renferment en abondance un bacille parti- 
culier qui parait jouer un role trés actif dans la dégradation des 
matiéres azotées : il les transforme rapidement en produits 
assimilables pour les plantes supérieures. Les terres inoculées 
avec ce bacille et cultivées en avoine donnent sur les témoins 


non inoculés un excédent de rendement de 40 p. 100. M. Caron 


a fait des cultures pures de ce bacille et les a introduites dans le 
commerce sous le nom « d’alinite ». M. Stoklasa a fait étude 
physiologique de ce microbe. IL a montré qu'il transforme les 
matiéres azotées en composés amidés et réduit les nitrates, deux 
propriétés qui peuvent en effet aller de pair. Ce qui est plus 
remarquable, c’est que dans les milieux riches en sucres, ee 
liérement en xylose, il fixe de l’azote gazeux. 

Ces fonctions ne se contredisent pas; elles sont étroitement 
hiées & la nature des milieux de cultures; les deux premiéres 
s’accomplissent dans les milieux riches en azote, la seconde dans 
les milieux riches en hydrates de carbone; le microbe de Valinite 
peut consommer indifféremment les uns et les autres; dans 
tous les cas. les transformations qu il produit présentent un grand 
intérét pour agriculture. Il n’en résulte pas que son emploi a 
état de culture pure, dans l’inoculation du sol, puisse, dans 
tous les cas, conduire a des résultats avantageux; ce bacille est. 
répandu partout; lintroduction dans la terre d’un nombre rela- 
tivement restreint de germes ne modifie en rien sa flore micro- 
bienne. Les fumures, les amendements, les drainages, | les 
irrigations sont les opérations qui permettent seules de transfor- 
mer radicalement les fermentations qui se produisent dans le 
sol sous l’action des bactéries. 

Les bonnes espéces profitent de ces opérations culturales ; 
si elles semblaient endormies, elles se réveillent bientot et pren- 
nent possession d’un milieu qui leur est devenu favorable pour y 
accomplir leur réle. C’est la Je procédé vraiment efficace pour 
favoriser le travail des microbes. Il semble que l'usage des 
cultures pures tel qu’on le préconise actuellement ne soit pas 
appelé a rendre de grands services a l’agriculture ; l’expérience 
s’est déja prononcée sur la bactérie des légumineuses employée 
sous cet état; l'avenir nous apprendra si le microbe de l’alinite 
mérite un meilleur accueil. 
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4 VETUDE DE VACTION DE LA TOXINE TETANIQUE 


SUR LA SUBSTANCE NERVEUSE 
Par J. DANYSZ 


Chef de laboratoire 4 ’Institut Pasteur. . 


En montrant que la toxine tétanique devenait inactive quand 
on la mélangeait avec de la substance cérébrale ou médullaire 
broyée, M. Wassermann (1) croyait avoir apporté une preuve 
expérimentale en faveur de la théorie d’Ehrlich sur l’action des 
toxines et sur la production des anti-toxines. 

D’aprés. M. Ehrlich (6), les antitoxines que l’on trouve en 
abondance danslesang des animaux immunisés ne seraient qu'une 
surproduction des substances existant normalement dans cer- 
taines cellules de tout organisme sensible aux poisons dont 
Vinjection & doses non mortelles (doses immunisantes) a pour 
résultat la formation des antitoxines correspondantes. 

Cette substance, M. Ehrlich se la représente sous la forme 
d’un groupement moléculaire particulier (Seitenketie) du proto- 
plasma cellulaire, groupement qui a un réle & remplir dans la 
vie normale de l’organisme, mais qui posséde en outre la pro- 
priété spécifique d’attirer et de fixer les toxines en donnant avec 
elles un produit neutre, comme la combinaison d’un acide et 
d’une base en proportions convenables aboutit 4 la formation 
d’un sel neutre. | 

Une molécule d’antitoxine ne peut neutraliser, dit M. Ehrlich, 
qu'une quantité bien déterminée et invariable de toxine. 

Ainsi, dans le cas particulier de fixation de la toxine téta- 
nique par la substance nerveuse in vitro, la substance fixatrice 
serait l’antitoxine préexistante dans les cellules nerveuses. Cette 
fixation aboutirait donc, d’aprés ces théories, A la formation d’un 
composé chimiquement neutre. 

De la, une sorte de constance dans la combinaison, qui se 


o 
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heurte tout de suite A un certain nombre de faits : c’est ainsi que, 
contrairement a cette notion, les quantités de toxine fixées et 
neutralisées par 1 gr. de substance cérébrale semblent trés 
différentes pour les divers auteurs, et varient de 30 doses mor- 
telles pour MM. Wassermann et Takaki 4 125 pour M. Metchni- 
koff (2), avec le cerveau de cobaye. D’aprés Knorr (4), elles 
varient aussi avec la concentration de la toxine et les conditions 
de milieu : la substance nerveuse perd toute son affinité pour 
la toxine quand on |’émulsionne dans |’eau salée 410 0/0. 

J’ai vu aussi que les quantités de toxine fixée ne varient pas 
proportionnellementa la quantité de matiére cérébrale: 1 gramme 
de cerveau de cobaye émulsionné avec 8 c. ¢. d’eau physiolo- 
gique, mélangé avec 1 c. c. d'une toxine contenant 200 doses 
mortelles pour souris, et injeclé aux souris 5 a 6 heures aprés 
que le mélange avait été fait, pouvait absorber et rendre inac- 
lives, 4 peu de chose prés, 200 doses mortelles pour souris, 
tandis que 2 grammes du méme cerveau, préparé dans les mémes 
conditions et émulsionné avec 7 c. c. d’eau physiologique et 2 c. c. 
de la méme toxine, ne fixait pas exactement 400 doses mortelles, 
mais un peu moins, environ 300 doses seulement. 

Tous ces faits, et bien d’autres que je pourrais citer, sont 
bien plus d’accord avec linterprétation née des travaux de 
Metchnikoff (2), de Marie (3), de Roux et Borrel (7), et d’aprés 
laquelle la fixation de la toxine sur la substance cérébrale serait 
assimilable au dépét d’une matiére colorante sur un tissu, S’1l 
en est ainsi, on doit pouvoir faire varier la quantité déposée en 
changeant la composition du bain, et redissoudre par un bain 
nouveau ce que le premier a laissé déposer sur le tissu. C’est ce 
que j’ai essayé de faire en me servant dans ce but de l’eau 
physiologique, de l’eau distillée et de l’eau salée & 10 0/0. 

Aprés quelques essais préliminaires qui ont montré que 
1 gr. de cerveau de cobaye, dans de l’eau a 0,75 0/0 de NaCl, 
émulsionné avec | c. c. de toxine contenant 200 doses mortelles 
pour souris de 16 4 18 gr., absorbait et rendait inoffensives a peu 
prés 195 a 200 doses mortelles pour souris, quand on leur 
injectait cette émulsion 5 a 6 heures apres qu'elle avait été faite, 
jai broyé 3 gr. de cerveau de cobaye, qui a été réparti par 
parties égales dans 3 éprouvettes, et j’ai émulsionné chaque 
gramme de ce cerveau séparément avec 1c. c., de. toxine 
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TABLEAU I 


EMULSION DANS L’KAU PHYSIOLOGIQUE 


1/2dm.| 4dm. | 2dm. | 4dm. | 8 dm. | 10 dm. | 20 dm. 


/Ajour |, .0-) 0....0 
apres inject, 
|B jours — 0j= — 
Témoins.. 50... SS ae 
le —-|+=| = 
|” a sia Mig o 
4 jour OF 0a Ovens 0, 10 Py Oer0 
2 jours Dees SO ay 0 07) —s—— 
3 — (emt a ee — | 
1. Liquide décanté }4 — 0:04) 00 —- —|= = 
aprés 5 h. 5 — OF OE OerO - —-|j=> = 
de macération. 6 — 05. 0-|..0 5.0 - -/=- = 
7 — Ose |eO= <0 — = f= = 
8 — 0.0;90 0 -— |= 
9 — 0 Oa1505 20 - -|/= 
4 jour 005/200 20 Os Os 0 
2 jours 0 0/0.0;/0 O0J— — 
3 — 003150. 0) 0220" = s== 
2. Liquide décanté |} 4 — 0 0j/— —J—- —-fJ= = 
aprés 30:h. 5 — 0 0j/— —}/— —|+ = 
de macération. |6 — 0 0;/— —|— = = 
7 OR 0s = 
8 — 0040 =f eh tee 
9 — 0 0; 0 0;0 — 
| drat dt 
4 jour — 0 — 0 . 
2. jours = .0 = 0 
3. Liquide décanté |? — ee Bes 
et dépdot bed 0 0 
aprés 5 jours poe 0 0 
de macération. ae 0 0 
8 — 0 0 
. _ 0 0 
/ 4 jour | 0 =e 
\ 2 jours | = + 
TéMOMNs. ..... 40. 3 — J+ 
gs fe 
(5 = 
| 


1. d indique les souris qui ont regu l’injection du dépdt; 
l, celles qui ont recu le liquide décanté. 
O signifie action nulle; — action faible; = action plus forte; = action 
forte; + mort. 
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TABLEAU IL 


EMULSION DANS L’EAU_ DISTILLEE 


1/2 dm.} 1 dm. | 2dm. | 4 dm. | 8 dm. | 40dm. | 20 dm. 
/ 4 jour 0 04) 0-0 
apres inject. 
\ 2 jours 0 —-|/— = 
POMGOIDS cp cic < 63 — |— =| + 
4 — = =>|=> 
fis — |= 4+)/= 
—|+ [+ 
/ 4 jour 0 0/0 0 0 0;0 0 
a fouts OP ROT Or 16 0 0;— 0 
So 0. 07) 0-0 S| = = 
1. Liquide décanté }4 — 0°07) O50 es 
apres 5 h. 5 — 00+ 0-0 pas = 
de macération. ,6 — OF RO OO —-= ate 
7 — 0 04 0-0 = 
8s — Oe Oe ec" i) ce 
| ~ Of 050" 0 ee 
/ 4 jour 0 OF 05 0%30) THe 08220 
2 jours = «| FOS SS ie SCS 
— = SS SSD Sy ES + 
2. Liquide décauté } 4 — 4 a || ES eS 
aprés 30 b. \s — == Se 
de macération. I — —— 
7 — —— 
§ — — = 
\g9 — —- = 
+ le 13e jour 
TDMA) Oe A feel Sr dae 
{jour} 0 0}/— —|=—= — 
a lous feat tae ee 
3. Liquide décanté | j et ee 
et dépdt has bP a7 + 
aprés 5 jours pooh 
de macération. {7 _ | = 
8 — |+ 
\ g — 
4jour|}0 0/;— — 
2jours} + =/+ 4+ 
PEMOips ges 1k. : a= =te 
= 
| 
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EMULSION DANS L’EAU SALEE A 10 0/0 


4/2 dm.| 4 dm. . | 4 dm. | 8 dm. 


Oo 


+I] loos 


4 jour 
aprés inject. 
2 jours 
Témoins : _ 


apres 5h. 


4, Liquide décanté | 
de macération. | 


OOn1D OH CO 
loaded LER he 


oo 
es 
rile 


Ct oe 
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2. Liquide décanté 
aprés 30 h. 
de macération. 


Dooly lest ots) 


OM~1D CE WH 


et ee 
oo 
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rm eS 
m 


3. Liquide décanté 
et dépdt 
aprés 5 jours 
de macération. 


pote] 1) ale 
FIN MW I le 
+lee +I tt ti tte 
+Illlo ® 


ale Be Bor koia SEN kl 


+] 
Eyes 


Témoins 


4. Comme, pour faire la troisiéme série d’épreuves, je n’avais & ma disposition 
que des souris un peu plus petites que pour la premiére série d'épreuves, j’ai tenu 
a les contréler par des témoins de méme taille, et par l'emploi de toxines qui ont 
subi exactement les mémes manipulations que les émulsions et qui ont été diluées 
au méme titre dans les différents liquides. 
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contenant 200 doses mortelles (dms.) pour souris de 16 4 18 gr. 

Ces émulsions ont été laissées en repos pendant 2 heures a 
une température'de 37°, et ensuite il a été ajouté, dans l'un des 
trois tubes, 8 c.c. d'eau physiologique (a 0,75 0/0 de sel); dans 
Yautre, 8 c.c. d’eau distillée, et dans le dernier, 8 c.c. d’une solu- 
tion de sel marin & 10 0/0 dans l'eau distillée. . 

Les trois mélanges, de nouveau bien agités, ont été laissés 
en repos pendant 1 heure et ensuite centrifugés pendant 
2 heures. 

Aprés la centrifugation, on a pu recueillir dans chaque tube 
5c. c. d’un liquide clair opalescent qui a été aussitét, c’est-a-dire 
6 heures aprés l’extraction du cerveau, injecté des souris'. 

Les tableaux ci-contre indiquent les doses injectées et les 
résultats obtenus. La méme dose de chaque liquide a été injectée 
simultanément 4 deux souris. 

Chacun des trois tubes contenait donc primitivement, dans 
10 c. c. d’émulsion, 200 doses mortelles pour souris (d. m. s.) 
Si la substance cérébrale était restée indifférente pour la toxine, 
les 5c. c. de liquide décanté devraient contenir 100 d. m.s. 

Les injections des premiers liquides décantés, apres 5 heures 
de macération, ont montré : 

Emulsion dans Peau physiologique : 1c. c. du liquide décanté 
contient moins d’une dose mortelle de toxine, & peine une 
1/2 d. m.s. Les 9 c. c. du liquide contiennent done 4,5 d. m. 
1 gramme de cerveau aura donc fixé 195 d. m. s. 

Emulsion dans UV eau distillée : 1c. c. duliquide décanté contient 
1 d.m.; 1 gramme de cerveau aura donc fixé 190 d. m. s. 

Emulsion dans la solution saline a 10 0/0: 0,2 c. c. du liquide 
décanté = 1 d. m.; 9 c. c. du méme liquide = 45 d. m. 
1 gramme de cerveau a retenu 155d. m. s. 

Mais comme les deux souris ayant recu 0,2 c. c. sont mortes 
plus rapidement que les deux témoins, il est & supposer qu'une 
dose moitié moins forte aurait produit le méme effet que 1 d. m. 
de toxine pure. Il est donc probable que déja aprés 5 heures de 
macération, la moitié au moins de la toxine fixée par la 


4. ll est a remarquer que dans l’eau salée a 10 0/0, le mélange se fait tres 
difficilement. La solution saline et la substance cérébrale sont a peu prés de la 
méme densité; en outre, la substance cérébrale se coagule et s’agglutine en une 
masse filante difficile & diviser. 


11 
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substance cérébrale avait diffusé dans l’eau salée. Une expé- 
rience ultérieure a montré qu il en était, en effet, ainsi. 

Ce premier essai montre que'c’est en émulsion dans l'eau 
physiologique que la substance cérébrale retient la plus grande 
quantité de toxine tétanique. 

Aussit6t aprés la décantation des premiers 5c, c. dee liquides, 
une nouvelle quantité de 5 c.c. d’eau distillée, physiologique et 
salée & 10 0/0 avait été ajoutée respectivement au dépdt de 
chaque tube. Le contenu de chaque tube a été de nouveau bien 
mélangé, laissé ensuite en repos pendant 18 heures et centri- 
fugé pendant 6 heures. Le dépot formé, il a été prélevé dans 
chaque tube 5 c. c. de liquide décanté. 

Si la substance. cérébrale avait gardé la quantité de toxine 
fixée’ conformément aux indications de la premiére série 
d’épreuves, les deuxiémes liquides décantés ne devraient 
contenir que exactement la méme quantité de toxine qu'il en 
restait dans les 4c. c. du liquide restés mélangés au dépot, — 
a savoir ; 

2d. m. environ dans les 9 c. c. du nouveau mélange dans 
leau physiologique. 

5 d.m. dansles 9c. c. du nouveau mélange dans l’eau distillée. 

~L’épreuve de la. toxicité de ces liquides sur les souris 
a donné, ainsi que l’indique la série 2 des tableaux, des résultats 
absolument différents. 

Emulsion dans U eau cba hs 1 c.c.du lquide décanté 


a tué les deux souris en 5 et 6 jours. Done, si 1c. c. = 41d. m. 
la substance cérébrale aura abandonné 10 d. m. de la tiie 
précédemment fixée. 

Emulsion dans UVeau distillée. —4-c. ¢. du liquide décanté 


=4d.m., done la substance cérébrale a abandonné 40 d. m. s 

_ Emulsion dans Peausalée 1100/0. — 1c. ¢. du liquide décanté 
= 10 dm., done ce liquide est & peu prés aussi toxique qu’une 
dilution da toxine au méme titre dans l’eau pure. La substance 
cérébrale a done abandonné dans ce cas @ pew pres toute la foxine. 
On ne peut pas dire que « toute la toxine » a été abandonnée par 
la substance cérébrale, parce que, ainsi que nous le montrera le 
dernier essai, on ne peut pas négliger la différence, il est vrai 


4. Aussitot aprés décantation, il a été ajouté 8 ¢. c. de liquide Conrespondans 
a chaque dépét. 
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légére, qui existe entre ce liquide et une dilution au méme 
titre de toxine dans l'eau salée pure. 

Apres la décantation faite au bout de 30 heures, ona ajouté 
a chaque dépdt 5 c. c. du liquide correspondant, et aprés cing 
jours de macération, on a éprouvé, en méme temps et aux mémes 
doses, le liquide décanté et le dépot. 

Macération dans Veau physiologique. — Dans le liquide 
décanté, on constate les mémes résultats que dans !’épreuve pré- 
cédente ; l’injection d’une quantité de liquide devant contenir 

4 dm (0,8 c. c.) reste sans effet appréciable. © 

Mais une quantité de dépét qui correspond exactement & 1 dm 
de toxine pure a tué la souris avec un jour de retard sur le 
témoin. La toxine semble done encore étre fixée a la substance 
cérébrale, mais d'une facon bien moins intime. 

Macération dans Veau distillée. — Dans le liquide décanté, la 
dose minima mortelle est assez exactement la méme que celle 
d’une dilution de toxine dans l’eau pure. 

Le dépot semble élre un peu moins toxique que le liquide 
décanté. Dans les trois cas traités parallélement, et bien que 
les souris aient été choisies aussi pareilles que possible, on 
observe dans les effets produits par 1/2, 1 et 2 doses mor- 
telles, les mémes différences entre la toxicité du liquide décanté 
et du dépdot. Les différences constatées entre l’action du dépot 
et du liquide décanté et entre celle du liquide et de la solution 
toxique témoin, montrent que la quantité de toxine qui est restée 
fixée au dépot n’est pas négligeable. 

Macération dans Veau salée a 10 0/0. — Le liquide décanté est 
nettement un peu moins toxique qu’une solution de toxine au 
méme titre injectée aux témoins. 

En résumant l’ensemble des résultats obtenus par cette 
premiére série d’essais, nous voyons que la majeure partie de 
la toxine fixée par une émulsion fraiche de la substance cérébraie 
est ensuite abandonnée dans les liquides de macération, et que 
cette diffusion est d’autant plus. rapide que le liquide de macé- 
ration exerce une action plus énergique et améne des modifi- 


1. Le méme résultat a été obtenu par M. Knorr (/. c. p. 364) qui a constaté 
qu’aprés six jours de macération dans l’eau physiologique, le liquide décanté 
ne contenait pas de toxine aux doses éprouvees par moi. M. Knorr n’a pas: 
essayé l’action du dépot. 
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TABLEAU IV 
EXPERIENCE Ne 1. 
MELANGE DE TOXINE AVEC UNE EMULSION DE CERVEAU DANS L'EAU SALEE A 40 0/0 
Il a été injecté séparément le liquide décanté l. et le dépot d. 


TEMOINS 


Toxine en solution 
dans l'eau salée 
EMULSION a 10 0/0 
a ee 


0,025°¢ | 0,15¢¢ 0,05¢¢ | 0,03 | 0,025e | 0,05 ° 


{4 jour aprés injection. 


2 jours 


+lll ll 
tll lle 
+lll © 


HII I= 
+Ill I] |e 


+I L be 


Laced 


HD OH 


EXPERIENCE N° 2. 
MELANGE DE TOXINE AVEC UNE EMULSION DE CERVEAU DANS L’EAU DISTILLEE 
CHAUFFEE A 100° penDant 20’ 


TEMOINS 


ibe d. Uf d. as 
Toxine en solution 
dans l’eau 
EMULSION distillée. 
ee 


0,025¢¢ | 0,45¢e 0,05 ce 0,3 0,025¢¢ | 0,05 °° 


jour aprés injection. 
jours — 


+ {| be 
+I: 


EXPERIENCE N° 3. 
MELANGE DE TOXINE AVEG LE LIQUIDE DECANTE D’UNE EMULSION DE CERVEAU 
CHAUFFE A 400° PENDANT 20’ EY MACERE PENDANT 4 JOURS 
5 RP SORE TES SSN LEST 8 RE EE ART I EE SS EI RS SES AER | MERTENS EES ee 
SOLUTION DE TOXINE DANS| SOLUTION DE TOXINE DANS 


LE LIQUIDE DECANTE L’EAU DISTILLEE 

a ee a 

O,5ee | 0,25e¢ | O,4e¢ | 0,05c¢} 0,5e¢ | 0,25¢¢] O,2e¢ 10,05 ee 
4 jour aprésinjection.| ... 8 0 0 0 0 0 0 
2 jours _ = eos — — — _ 0 0 
3 _ — ag = = = zs — 0) { 
| eee a3, = = —— = — Q 0 
6. a = = = <= — Q 1) 
i _— — = == = = — 9) Q 
‘eas are = a = == = 0 0 
9 — — sai = = = <= 0 i) 
10 — — + — — + = 0 0 
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calions plus rapides et plus profondes dans la constitution de 
cette substance. 

Ces faits, qu'un changement de constitution entraine avec 
lui une diminution sensible du pouvoir fixateur de la substance 
nerveuse, et qu'une partie de la toxine mélangée a la substance 
cérébrale disparait toujours dans l’opération, quel que. soit 
d’ailleurs l’état dans lequel se trouve cette substance, ont été 
confirmés par quelques épreuves faites spécialement dans ce 
but et dont les résultats sont exposés dans le tableau IV (p. 164). 

Contrairement aux indications de Knorr, nous voyons que 
la substance cérébrale émulsionnée dans l'eau salée a 10 0/0 
nest pas complétement indifférente pour la toxine. En effet, 
quand on triture 1 gr. de cerveau de cobaye avec 8 c. c. d’eau 
salée & 10 0/0, et quand on ajoute 4 cette émulsion une fois 
faite 1 c. c. de toxine contenant 400 doses mortelles pour souris, 
les animaux, injectés avec le liquide décanté aprés centrifuga- 
tion ou avec le dépét, meurent avec un retard sensible sur ceux 
qui ont recu la méme toxine en solution dans l’eau salée a 10 0/0. 

Une comparaison entre les effets produits par le liquide dé- 
canté et le dépét, nous montre, en outre, que la quantité de 
toxine fixée dans ce cas par la substance cérébrale n’est pas né- 
gligeable. Le liquide décanté contient, ainsi qu’on peut le voir 
dans l’expérience n° 1 du tableau IV, moins de toxine que la 
solution au méme titre dans l’eau salée : le dépdt doit done en 
contenir d’autant plus; or, 0,3 c. c. de ce dépdt ont produit 
exactement le méme effet que 0,025 c. c. de la solution. 

L’affinité de la substance cérébrale chauffée 4 100° pour la 
toxine tétanique est encore plus prononcée que celle du cerveau 
traité par eau salée (expérience n° 2 du méme tableau), et ce 
fait est d’autant plus intéressant que, ainsi que cela résulte de 
Vexpérience 3 du méme tableau, le liquide seul’, décanté d'un 
cerveau chauffé 4 100° et macéré pendant 4 jours, favorise trés 
sensiblement l’action de la toxine. 

Ce fait nouveau rend encore beaucoup plus compliquée et 


1. Ce liquide a été préparé de la facon suivante : un cerveau de cobaye pesant 
3,5 gr..laissé entier, a été enfermé dans un tube i essai avec 7¢. c. d'eau distillée ; 
le tube fermé 2 la lampe a été chauffé &)’autoclave pendant 20’ & 100°. Le cerveau 
chauffé a été ensuite réduit en bouillie en secouant fortement le tube. L’émulsion 
a été laissée en repos pendant 3 jours; le 4° jour elle a été centrifugée et il a eté 
recueilli 1 c. c. de liquide clair gni a été mélangé avec la toxine et injecté aux 
doses indiquées dans le tableau IV, n° 3, 
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plus difficile la juste appréciation du phénoméne de l’action du 
poison tétanique sur la substance nerveuse. Sur quoi se baser, 
en effet, dans l’évaluation de la quantité de toxine fixée par la 
substance cérébrale, quand le liquide de macération peut a lui 
seul doubler ou méme tripler l’action nocive de la toxine? 

Avant d’aller plus loin, il faudrait donc déterminer la nature 
et le degré d’activité de cette « substance favorisante » qui, par 
elle-méme, ne semble exercer aucune action nocive sur l’orga- 
nisme, et ne peut par conséquent pas étre assimilée a la névrine 
et autres produits de désassimilation qui, tout en étant trés toxi- 
ques pour lorganisme, neutralisent en méme temps la toxine 
-tétanique, ainsi que cela a été constaté par MM. Roger et 
Josué (11). 


Gaiomble des faits relatés ci-dessus peut étre résumé 
de la facon suivante ; 

4° La substance cérébrale du cobaye fixe des quantilés varia- 
bles de toxine tétanique suivant les milieux, 

2° Les quantilés de toxine fixées. par la substance cérébrale 
sont d’autant plus considérables que le liquide dans lequel a été 
faite l’émulsion exerce, par lui-méme, une action modifiante 
moing énergique sur cette substance, 

., Cetle quantité est la plus considérable dans l'eau physiolo- 
gique, qui conserve le mieux la substance cérébrale dans son 
état normal. En représentant par le nombre 100 le pouvoir anti- 
toxique du cerveau de cobaye émulsionné dans leau_ physiolo- 
gique, nous aurions pour les autres cas 4 peu prés les pro- 
portions suivantes : 


Si un ¢erveatide cobaye émulsionné dans l'eau physiolamitin 1e absorbe 100 parties de toxine. 


le méme cerveau _— a — leau distillée absorbera sf ~- 
= — — — Veau salée a 4109 — — 
— — )ouilli dans leau distillée — 10 — 
‘ 


( 


“Be La fixation de la toxine par la substance nerveuse n’est 
pas permanente, ainsi que celaa déja été admis par M. Metchni- 
koff, Elle diffuse dans les liquides de macération, et cette diffu- 
sion est d’autant plus rapide que ces liquides exercent une 
action plus énergique sur la substance nerveuse. 

4° Le liquide de macération du cerveau contenant les subs- 
tances. solubles dans leau distillée 4 400° exerce sur la toxine 
{étanique une action cuntraire a celle constatée pour les subs- 


i. 
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tances insolubles. Les substances solubles favorisent d’une facon 
bien appréciable laction de la toxine sur les souris; 

5° Ce dernier fait rend trés difficile une évaluation précise 
de la quantité absolue de toxine qui, primitivement fixée, peut 
étre ensuite retirée de la substance cérébrale par la macération 
et par des lavages successifs. Il semble que la diffusion n’est 
pas compléte, qu'il reste donc un peu de toxine fixée & la subs- 
tance cérébrale d'une autre fagon que celle qui a passé dans les 
liquides. 

Nous ne pouvons g guére en ce moment insister davantage sur 
ce point qui exige une étude spéciale, ainsi que sur cet autre 
point que nous n’avons pu que noter au passage, en commentant 
les résultats de macération d’un mélange de cerveau etde toxine 
dans l'eau physiologique. 

Nous avons vu, en effet, que dans ce cas la substance céré- 
brale a conservé jusqu’a la fin de l’expérience la majeure partie 
de la toxine primitivement fixée ; mais que cette fixation n’était 
pas de la méme nature au commencement et a la fin de l’expé- 
rience. Le liquide décanté restait toujours neutre, tandis que le 
dépot, newtre au début, est devenu tres towique apres une macéra- 
tion de § jours. 

Il est évident que Ja fixation ne peut pas étre la méme dans 
les deux cas, puisque les effets produits par les injections du 
méme dépét, pris avant et aprés macération, sont trés diffé- 
rents. 

Ne connaissant ni la composition chimique de la toxine, 
ni celle de la substance nerveuse fixatrice, nous ne pouvons guére 
chercher, en ce moment, & élucider la nature des actions que ces 
deux corps exercent lun sur l'autre. Concluons seulement que 
le phénomene de Wassermann ne peut, en aucune facon et mal- 
eré quelques analogies apparentes, ére assimilé a Vaction de 
Vantitoxine sur la toxine, parce que la toxine primitivement fixe 
par la substance nerveuse redevient libre in vitro et in vivo. Les 
mélanges neutres de toxine et de substance nerveuse deviennent, 
avec le temps, ainsi que nous l’avons constaté, de plus en plus 
towiques, tandis qu’au contraire les mélanges toxiques de toxine et 
dantitoxine deviennent avec le temps moins toxiques, ainsi que 
cela résulte des expériences de Knorr (13). 
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ETUDE CYTOLOGIQUE ET CYCLE EVOLUTIF 
DE ADELEA OVATA SCHNEIDER 


Par MICHEL SIEDLECKI 


Nous avons publié, en 1897 ', une note, en collaboration 
avec M. Schaudinn, ot nous décrivions trés briévement le 
cycle évolutif de deux coccidies du Lithobius forcipatus : Adelea 
ovata Schn. et Coccidium Schneideri |= (2) Eimeria Schneideri 
Biitschli]. Schaudinn avait particuligrement étudié cette der- 
niére et nous nous étions surtout occupé de Adelea ovata. Les 
circonstances ne nous ont pas permis de publier, sur ces coc- 
cidies, un mémoire détaillé en collaboration avec M. Schau- 
dinn, comme nous en avions eu l’intention. Nous ne traiterons 
done ici que de |’ Adelea ovata, laissant a M. Schaudinn le soin 
de faire connaitre l’évolution du Coccidium Schneideri et d'une 
espéce nouvelle du genre Coccidium, que l’on rencontre égale- 
ment chez les Lithobius forcipatus. 

Nous tenons ici a faire remarquer quels avantages nous 
avons retirés, au point de vue de l'étude de l’Adelea ovata, 
de notre collaboration avec M. Schaudinn, et nous adressons d 
notre ami de cordiaux remerciements. Nous prions également 
M. le professeur F.-E. Schulze, qui nous a accueilli dans son 
laboratoire, de croire a notre vive reconnaissance. 

M. F. Mesnil, chef de laboratoire 4 l'Institut Pasteur, a bien 
voulu nous aider dans la rédaction et la correction de ce mé- 
moire; il adroit 4 nos vifs remerciements. 


I 
PRELIMINAJRES 
L’espéce qui fait objet de ce mémoire a été décrite pour la 
premiére fois par Aimé Schneider’, qui lui a donné son nom; il 


4. ScHaupINN et SiepLecki, Beitrige zur Kenntniss der Coccidien. — Sitz. 


ber. der d. zool. Gesell., 1897. 
2, A. ScunemEr, Arch. zool. expér. et génér., 1875. 
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la considérait comme une grégarine monocystidée. Le travail de 
Biitschli ', qui a vu quelques stades du développement, et le 
second mémoire de Schneider? ont montré que la vraie place de 
ce parasite est parmi les coccidies, 

Dans notre note, en collaboration avec Schaudinn, de 1897, 
nous avons fait connaitre le cycle évolutif de ce curieux sporo- 
zoaire. Nos recherches ultérieures nous ont permis de préciser 
et de rectifier quelques points de notre premiére description. 

Tout derniérement, Léger * a fait connaitre les résultats de 
ses recherches sur d'autres espéces du genre Adelea; les faits 
qu'il a observés cadrent bien avec ce que nous ayons vu chez 
A. ovata. 

x 
»* 

Adelea ovata Schn, se rencontre dans le tube digestif du 
Lithobius forcipatus; on trouve chez le méme myriapode (au 
moins a Berlin, & Cracovie et & Paris) les deux autres cocci- 
dies dont nous avons parlé précédemment, et deux grégarines, un 
Actinocephalus et un Echinocephalus. 

Nous recueillions les animaux sous les pierres ou les vieux 
morceaux de bois, dans les environs de Berlin, Cracovie et 
Paris; nous les disséyuions généralement aussitét aprés leur 
capture. Pourtant quelques-uns étaient gardés dans des bocaux 
de. verre dans le but de recueillir les excréments avec les 
kystes qu ils contiennent. 

Les saisons ne nous ont paru jouer aucun role sur la fré- 
quence des parasites en général, ni de tel stade en particulier, 

Kn revanche, nous avons noté de grandes différences indi- 
viduelles; souvent, un Lilhobius renferme en quantité considé- 
rable un stade déterminé d'une coccidie, & exclusion presque 
complete des autres stades de la méme coccidie ou des autres 
sporozoaires. ) 

Nous avons fait nos observations sur des matériaux frais et 
sur des préparations fixées et colorées (dilacérations et coupes). 
Les dilacérations étaient faites avec Vintestin entier, enlevé 
du corps du Lithobius avec une pince fine et ouvert suivant 
sa longueur, Nous renvoyons, pour tout ce qui regarde la 


1. O, Bitrsounr, Uber eine eifirmige Psorospermie aus dem Darm des Lithobius 
forcipatus. — Zeilschr. f. wis. Zoologie, 1881. T. XXXV. 

2. A. Scnnewnr, 7'ablettes zoologiques, 1892. 

3. Lager, Bull. du Muséum de Marseille. T. 1, fasc. 41, 1898. 
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technique, au mémoire qne nous avons publié dans ces Annales 
(décembre 1898) sur la coccidie de la seiche. 

Hest trés facile de distinguer,les stades appartenant a l’évo- 
lution de lAdelea ovata de ceux qui se rapportent aux deux 
grégarines et dla coccidie nouvelle que Schaudinn fera connaitre. 
En revanche, il est plus délicat de. distinguer certains états 
d’A. ovata et de C. Schneideri: mais, avec un peu d’habitude, 
on arrive A saisir quelques différences tout a fait caractéris- 
tiques que nous indiquerons dans le cours de la description qui 
va suivre. 


II 
DIMORPHISME DES FORMES INTRACELLULAIRES ET MONONUCLEAIRES 


On trouve, dansles cellules épithéliales de l'intestin du Litho- 
bius, de gros individus d’Adelea ovata qui sont trés reconnais- 
sables. Ce sont des cellules nues, ovoides, assez fortement 
allongées, et renfermant un noyau arrondi avec un gros karyo- 
some (fig. 3). 

La forme de ces stades d’A. ovata est trés caractéristique. 
L’ellipsoide est assez régulier ; généralement le grand axe est le 
le double du petit; mais, pour des stades trés avancés, la forme 
est quelquefois plus voisine de la sphere. — Les individus de 
taille moyenne ont 40 a 50 » sur 16 a 22 »; mais nous avons 
avons observé des individus de 70 » de long. 

Le protoplasme de ces cellules posséde une structure alvé- 
olaire; la paroi des alvéoles est formée de fins granules. Les 
alvéoles sont d’une grandeur assez uniforme; elles sont pourtant 
un peu plus développées dans la partie périphérique. Jamais nous 
navons noté la présence ni de granules « plastiques » nide 
granules « chromatoides ». Néanmoins, dans le voisinage du 
noyau, om remarque un ou plusieurs petits corps de forme irré- 
guliére, prenant assez fortement les couleurs basiques. 

Aucune membrane n’entoure ces grosses cellules: ce sont 
peut-étre les alvéoles périphériques qui forment une couche 
protectrice. D’une fagon générale, le protoplasme a une appa- 
rence compacte. A [état frais, il est blanc opaque, légérement 
gris, ‘assez réfringent. L’hématoxyline lui donne une teinte 
bleudtre qui met en évidence les détails de sa structure ; l’éosine 
et la fuchsine le colorent assez fortement. 
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La forme et la grosseur de 1|’Adelea, ainsi que Vabsence de 
eros granules dans son protoplasme, permettent de la distinguer 
facilement du Coccidium Schneideri, toujours plus petit, plus 
sphérique (quoique légérement piriforme) et présentant dans 
son protoplasme de nombreux granules de diverses sortes. 

Au centre de la cellule d’Adelea, se trouve le noyau. D'une 
forme sphérique, il parait limité par une membrane. Mais on 
voit qu’elle est formée de fins granules de chromatine, identiques 
A ceux de J’intérieur du noyau. Nous sommes done convaincu 
que ici, comme chez la Benedenia de la seiche, la pseudo-mem- 
brane nucléaire ne représente qu'une partie de chromatine plus 
condensée. 

L’intérieur du noyau, observé a l’état frais, semble rempli 
d’un liquide clair, dans Jequel on distingue un gros karyosome 
et quelques filaments a peine visibles dans son vo'sinage. Sur 
des préparations colorées 4 |’hématoxyline, on voit le noyau 
rempli d’une masse finement granuleuse, se colorant assez forte- 
ment, dans laquelle se trouvent des granules chromatiques 
semblables a ceux qui composent la membrane nucléaire. Vers 
le centre du noyau, les granules se condensent et se rangent en 
filaments; ilseconstitue ainsi un finréticulum chromatique (fig. 3). 
Sa position est toujours trés caractéristique; il forme une 
sorte de capuchon assez lache au karyosome. Souvent, on voit, 
en dehors du réticulum, plongés dans le suc nucléaire, quelques 
débris de chromatine de forme assez irréguliére (fig. 3). Ils ont 
le méme aspect que les corps chromatiques dont nous avons 
signalé l’existence éventuelle dans le protoplasme. Il nous pa- 
rait probable que la chromatine peut sortir du noyau de Ja coc- 
cidie; il existe en effet des stades ow le noyau tout entier dif- 
fuse dans le cytoplasme. Les corps chromatiques du proto- 
plasme ont done probablement une origine nucléaire *. 

Au voisinage du réseau chromatique, dans le centre du 
noyau, se trouve un gros karyosome. C’est une sphére trés 
réfringente et de structure compacte. Quelquefois, on distingue 
de petites vacuoles claires 4 son intérieur, mais le plus généra- 


4. Nous sommes convaincu que les prétendus centrosomes que Labbé signale 
chez plusieurs coccidies (Archiv. zool. expérim., 1896) correspondent simplement 
aux corpuscules chromatiques décrits ici. Jamais nous n’avons vu, chez les di- 
verses coccidies que nous avons étudiées, de vrais centrosomes, et nous sommes 
persuade quiils n’existent pas. Les schemas de la structure de ces étres que l’on 
trouve dans le 7raité de goologie concrete de Delage et Hérouard sont donc tres 
éloignés de la-réalité, 
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lement, l’aspect est uniforme. Ce karyosome prend fortement a 
la fois les colorants basiques et les colorants acides. Ils est pro- 
bable qu'il est formé de deux substances intimement mélangées, 
Yune basophile, l'autre acidophile. Chez Benedenia octopiana, la 
présence de ces deux substances est certaine; elles sont séparées; 
Pune forme la couche corticale, l'autre la masse centrale du ka- 
ryosome.Telleest la structure d’une A deleaovata femelle de grande 
taille. Les stades qui y conduisent sont figurés en 1 et 2. (V. les 
Pl. I a III.) Ce sont des cellules trés allongées, avec un proto- 
plasme nettement alvéolaire et un gros noyau avec un karyo- 
some. Autour du noyau, le protoplasme est particulitrement 
condensé et finement granuleux. 

Le parasite semble étre constitué de trois parties : deux 
alvéolaires occupant les deux bouts et une granuleuse au milieu 
renfermant le noyau @ son intérieur. Celui-ci est relativement 
trés développé et son diamétre atteint presque la largeur de la 
coceidie; il possede une membrane bien nette ; son réseau chro- 
matique n’est pas trés condensé; il consiste en petits batonnets 
et en filaments répandus dans toute la masse; son karyosome 
prend fortement les colorants et présente quelques vacuoles a 
son intérieur. 

Pendant l’accroissement du parasite, la masse cytoplas- 
mique granuleuse centrale se répartit dans tout le reste de la 
cellule et il n’existe plus de zone différenciée autour du noyau. 
Celui-ci croit moins vite que le protoplasme, ce qui fait que 
dans la cellule adulie (fig. 3), il n’occupe plus que la moitié de 
sa largeur. 

Chez les jeunes cellules, on observe la présence, dans les 
espaces intervacuolaires, de granules « chromatoides » (au sens 
de Thélohan) ; jamais nous n’avons noté de granules plastiques 
qui sont, au contraire, trés communs chez Coccidium Schneider', 
a la période d’accroissement. 

eS 

A cété des grandes Adelea ovata (fig. 3), on trouve des indi- 
vidus de plus petite taille, ne dépassant pas 40 » de diamétre 
maximum, qui ont néanmoins tous les caractéres d’adultes 
(fig. 13), et qui se distinguent facilement aussi bien des formes 
d’Adelea que nous venons de décrire que des autres coccidies du 
Lithobius. 
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dict 

La forme est ovale; le protoplasme, finement granuJeux, ne 
montre des vacuoles qu’aux deux extrémités. Vers!’une delles, il 
y a toujours quelques petites masses colorées en brun, qui ont 
Yaspect de pigment. Le noyau est relativement trés gros; la 
membrane est fortement marquée, le réseau chromatique est 
composé de batonnets et de granules. Vers le centre du noyau, 
le réseau est un peu plus condensé et on observe un gros karyo- 
some présentant quelques vacuoles. La structure granuleuse 
du protoplasme, la grosseur du noyau, et surtout la présence du 
pigment donnent un aspect trés caractéristique & ces formes et 
les distinguent des autres coccidies. — Leur développement 
permet de les caractériser encore plus nettement. 

Les états les plus jeunes (fig. 11) se présentent comme des 
corpuscules allongés, légtrement arqués, un peu plus gros a 
une extrémité qu’a l'autre; leur protoplasme, trés finement 
granuleux, renferme quelques vacuoles et des masses brunes p a 
Yun des poles. Le noyau, de forme ovale, est d’une structure 
trés compacte, il est entiérement rempli dune masse granuleuse 
se colorant fortement et laissant 4 peine apercevoir quelques 
traces de chromatine. Le karyosome a une position bien carac- 
téristique : il est periphérique; généralement, il est aplati, peut- 
étre par suite de la pression du suc nucléaire. Autour du noyau, 
on apergoit une petite auréole claire. 

A mesure que la coccidie croit, les vacuoles protoplasmiques 
augmentent de nombre, surtout aux deux poles; le noyau 
sarrondit (fig. 12) et, dans son intérieur, la masse chromatique 
devient moins compacte. Le karyosome s’arrondit aussi et se 
porte vers le centre du noyau; il montre quelques vacuoles. 
Enfin, on arrive au stade de la fig. 13 que nous avons décrit. 


* 
* 


Les deux formes d’Adelea ovata que nous venons de signaler 
(fig. 3 et 13) peuvent rester dans les cellules intestinales du 
Lithobius assez longtemps sans changer de forme ni de structure; 
elles ne s’accroissent plus, n’assimilent plus, leur protoplasme 
perd ses gros granules, sauf toutefois le pigment. Nous les 
considérons & cet état comme adultes, par comparaison avec 
celles que nous avons décrites chez Benedenia octopiana. 

Il y aici un dimorphisme, puisque nous avons deux séries de 
formes, différentes 4 leur état final et aussi dés le début de leur 
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évolution. Le réle de ces deux formes est également différent. 
Les grosses peuvent étre comparées aux cellules génitales 
femelles des métazoaires, les petites au contraire donnent les 
produits males. Il y a donc, chez Adelea ovata, un véritable 
dimorphisme sexuel, 


Ill 


FORMATION DES MACROGAMETES (fig. 4-10) 


Considérons les grosses formes, celles que nous avons assi- 
milées a des cellules génitales femelles, et observons leur multi- 
plication. Ce processus commence par des changements dans la 
structure nucléaire. Le karyosome, par une sorte de bourgeon- 
nement, se transforme en deux sphéres plus ou moins égales 
(fig. 4); les karyosomes secondaires bourgeonnent & leur tour 
et les produits de cette tranformation se placent a la périphérie 
du noyau. En méme temps, le réseau chromatique se désagrége ; 
il n’est plus localisé autour du karyosome; on trouve des 
batonnets disséminés dans toute la vésicule nucléaire (fig. 4). 
Les karyosomes les plus petits renforcent le réseau. La mem- 
brane nucléaire devient de plus en plus mince et enfin disparait. 
Alors les pelits karyosomes se portent a la périphérie de la 
coccidie (fig. 5) et ils sont suivis par les batonnets et les gra- 
nules chromatiques; le tout chemine dans les espaces interva- 
cuolaires ‘fig. 6). Au centre de la cellule, il ne reste plus qu’une 
masse irréguliére, granuleuse, chromatique, qui, elle aussi, se 
porte finalement a la surface. 

Pendant que ces phénomenes s’accomplissent, la coccidie 
s’arrondit et son protoplasme se condense, les alvéoles devien- 
nent plus petites. Les karyosomes de la surface sont bienlot 
entourés de batonnets et de granules chromatiques, il se forme 
ainsi un certain nombre d’amas chromatiques, d’abord de 
volumes inégaux, qui s’égalisent par le moyen de divisions 
directes. La périphérie de la coccidie est alors parsemée de 
petits noyaux étoilés 4 structure assez lache, ot l’on ne recon- 
nait méme plus les karyosomes primilifs (fig. 7). 

Ce stade est tout a fait caractéristique d’Adelea ovata : la 
grosseur de la cellule, la netteté des étoiles chromatiques, 
Vabsence de karyosomes, la fine structure du protoplasme, 
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empéchent de le confondre avec un stade semblable de Cocci- 
dium Schneideri. ee 

Autour de chaque noyau, se différencie une zone plus claire 
de protoplasme (fig. 7) qui s’étend de plus en plus, et finalement 
deux zones voisines ne sont plus séparées que par une mince 
bande de cytoplasme plus grossiérement granuleux et prenant 
plus fortement l’hématoxyline’. 

Les nouveaux noyaux se condensent de plus en plus et prennent 
une forme ovale; leur réseau chromatique est trés bien marqué 
et trés caractéristique; il consiste en batonnets relativement trés 
épais qui forment aussi la membrane nucléaire un peu irrégu- 
liére (fig. 8). Les zones claires protoplasmiques commencent a 
faire saillie & la surface de la coccidie, elles ont bientét la forme 
de bandes allongées un peu plus larges dans la pariie externe et 
légérement courbées (fig. 9). Tous ces corps restent attachés a 
la surface d’une petite sphére granuleuse centrale, reliquat de 
différenciation. Finalement, ils s'en détachent. Ace stade (fig. 10) 
les macrogamétes sont murs. Ils ont la forme d’un mince 
croissant de 20 4 25» sur une largeur de 4», avec les deux 
extrémités atténuées. Le milieu du croissant est occupé par un 
noyau sans karyosome. Le protoplasme est trés finement granu: 
leux et on n’y distingue pas d’alvéoles. A ces caractéres, on 
distingue facilement les stades endogeénes d’Adelew ovata de 
ceux de Coccidiwm Schneideri; les croissants de ce dernier ont des 
karyosomes trés nets, le corps est plus court et le protoplasme 
plus dense. 

La disposition des macrogametes murs est variable; elle 
dépend de la position des noyaux a la surface de la coccidie 
pendant leur formation. Si les noyaux ont, comme dans la fig. 7, 
une disposition périphérique réguliére, les macrogamétes seront 
disposés en rosette ou en marguerite comme dans la fig. 9. 
Mais souvent, les noyaux sont localisés dans une ou deux régions 
du corps de la coccidie (fig. 8) et alors les macrogamétes forment 
un amas irrégulier (fig. 10) dont le petit reliquat de différencia- 
tion occupe un pdle. 

Le nombre des macrogamétes est variable; il est généralement 
d'une vingtaine, mais il peut atteindre 40. Les fig. 9 et 10, pour 
la clarté, ne représentent qu’une partie du stadea macrogamétes. 


1. Lafig. 4 de notre note préliminaire schématise le stade, 
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Observés a l’état vivant, ces éléments sont assez faciles a 
reconnaitre a cause de l’absence de karyosome. Le protoplasme 
est clair et transparent. Quand ils se meuvent, on voit a la 
surface une striation longitudinale, mais elle n’est pas recon- 
naissable & P’état de repos, ni sur les préparations colorées.- 
Nous pensons qu'elle est due & un arrangement particulier des 
granules protoplasmiques qui ne se produit qu’au moment des 
mouvements et qui en est peut-étre une conséquence. 

Un macrogaméte peut se courber si fortement que ses deux 
extrémités se croisent; il se distend ensuite rapidement. — Il 
peut aussi ramper lentement & lintérieur de lintestin du 
Lithobius. Sa mobilité lui permet de pénétrer dans l’épithélium 
intestinal ; il fait une petite ouverture dans la paroi de la cellule. 
il se place prés du noyau de cette cellule, se raccourcit et s’arron- 
dil; son noyau perd sa forme ovale et sa structure, de compacte, 
devient lache. En méme temps, apparaissent quelques vacu- 
oles au milieu du protoplasme granuleux et un karyosome 
s individualise dans le noyau. Nous arrivons ainsi a une forme 
jeune telle que celle figurée en 1, et nous avons vu commentelle 
pouvait évoluer en une forme adulte. 

Nous avons donc un cycle évolutif fermé. Une cellule donne, 
par suite d’une division, d’abord nucléaire, puis cytoplasmique, 
naissance 4 plusieurs germes qui deviennent libres, pénétrent 
dans de nouvelles cellules hétes et y évoluent en des individus 
semblables a la cellule-mére. L’auto-infection d’Adelea ovata se 
trouve ainsi réalisée. — Mais, certaines formes adultes, au lieu 
de se diviser dans les cellules intestinales, tombent dans la 
lumiére du tube digestif, et 1a sont fécondées; d’ot le nom de 
macrogamétes que nous donnons a ces éléments. 

La division nucléaire, qui aboutit & la formation des macro- 
gamétes, est identique a celle que nous avons décrite chez 
Benedenia octopiana et qui précéde la formation des microgamétes. 
Nous Vavons appelée division multiple et VPavons comparée a 
celle que Schaudinn a fait connaitre chez les Foraminiféres, en 
insistant sur cette différence principale que, chez les coccidies, 
les karyosomes jouent un role spécial; ils paraissent étre les 
centres d’attraction pour la chromatine a la périphérie de la 
cellule. 

Les observations que nous avons faites prouvent qu’a aucun 
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moment la cellule qui donne les macrogamétes n’est entourée 
d’une membrane. Il faut dong proscrire rigoureusement les 
termes de « kystes eimériens », ou bien « kystes & macro et a 
microgamétes » qu’emploient un certain nombre d’auteurs ; — 
nous sommes, sur ce point, en complet accord avec Schuberg et 
Simond. 

Ce cycle & macrogamétes d’Adelea ovata, que nous venons 
de décrire, a-t-il été vu par d’autres auteurs? Avant nous, la 
seule forme endogéne décrite chez le Lithobius forcipatus était 
celle nommée par Biitschli, Eimeria Schneideri. — Doit-on la 
rapporter a Adelea ovata oud l'un des deux Coceidium ? Schuberg 
et Léger pensent, @ priori, que c’est le stade « eimérien » 
d’Adelea. — A la vérité, il nous semble impossible de trancher 
la question, dintérét secondaire dailleurs; les détails donnés 
par Schneider et Biitschli n’étant caractéristiques ni de la forme 
&a macrogameétes d’Adelea, ni de celles des Coccidiwm. 


~ IV 


FORMATION DES MICROGAMETOCYTES (fig. 13-17). 


Examinons maintenant. l’évolution des Adelea ovata de petite 
taille, telles que celles de la fig. 13. Elles donnent aussi nais- 
sanée a des corps en croissant; mais la structure et le réle de 
ces éléments sont trés differents de ceux des macrogamétes que 
nous venons de décrire. 

Les premiers changements consistent dans la division du 
karyosome; il donne, par bourgeonnement, naissance a des 
karyosomes secondaires. Puis la membrane du noyau s’éva- 
nouit ; en méme temps, le réticulum chromatique se transforme 
en amas de batonnets et de filaments qui se groupent autour des 
nouveaux karyosomes. On a alors, au milieu de la coccidie, 
quelques amas chromatiques, tous avec un karyosome central. 
Ces amas se divisent, par le processus direct (fig. 14) et nous 
‘arrivons & un stade ot Pon voit des. noyaux & structure assez 
lache, de volumes. égaux, avec karyosomes, occupant la zone 
équatoriale de la coceidie (fig. 15) et laissant libres ses deux 
poles. Le nombre des nouveaux noyaux est de 8 a 12; excep-. 
uionnellement, nous en avons observé 14; mais le nombre 
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régulier est 12. — Ils ne sont pas tous & la surface de la cocei- 
die ; quelques-uns restent dans la profondeur. 

Le protoplasme se divise & son tour, et l'on voit bientot un 
certain nombre de sillons méridiens & la surface de la cellule. 
qui se trouve ainsi divisée en autant de parties qu’il y avait de 
noyaux. Toutes ces portions sont disposées comme les quartiers 
d'une orange. Les noyaux situés dans la profondeur de la cocci- 
die s’entourent aussi d’une portion différenciée de protoplasme. 
On le reconnait trés nettement dans une coupe équatoriale du 
parasite (fig. 16). — Les sillons, en s’approfondissant, provo- 
quent la séparation compléte des nouveaux corps. On a ainsi 
constitué un barillet extrémement régulier, composé de germes 
en forme de croissants (fig. 17). 

Chaque croissant est un peu atténué vers les deux extrémités. 
Son protoplasme a une structure plutot alvéolaire qu’uniformé- 
ment granuleuse. Son neyau est devenu trés compact ; il laisse 
a peine reconnaitre un réseau chromatique et surtout un karyo- 
some, parfois divisé en 2 ou 3 fragments, toujours périphéri- 
que. Autour du noyau, on voit toujours une zone claire (méme 
sur les croissants vivants). D’un cété seulement du noyau, on 
distingue de petits granules bruns pigmentaires provenant des 
granules des stades précédents (p, fig. 17). 

Au centre du barillet, on ne trouve pas de reliquat de diffé- 
renciation; exceptionnellement, on observe un tout petit amas 
granuleux vers un pole. 

La cellule hote, en se rompant, laisse échapper les croissants 
qui se trouvent alors dans la lumiére du tube digestif. On les 
rencontre parfois disséminés dans le contenu intestinal en 
nombre considérable. 

Ils ont une assez grande mobilité et leurs mouvements 
rappellent ceux des macrogamétes. Nous n’avons pas observé 
nettement, sur le frais, la pénétration de ces croissants dans 
les cellules intestinales et nous avons méme, dans notre nole 
préliminaire, émis l’idée que ces éléments étaient incapables 
d’infecter une cellule épithéliale et de s’y transformer en formes 
adultes. Mais, si nous comparons les croissants, encore accolés 
en barillet (fig. 17), avec certaines formes jeunes d’Adelea telles 
que celles de la fig. 11, nous sommes frappé de la grande 
ressemblance : protoplasme avec pigment brun d’un cdté seule- 
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ment du corps, noyau a structure compacte et karyosome 
périphérique. — Nous pensong done que les cellules de la 
fiz. 11 peuvent dériver des croissants de la fig. 17. — Nous 
avons done l& encore un nouveau cycle évolutif d’Adelea com- 
plétement fermé et un nouveau systeme d’autoinfection, 
puisque nous avons prouvé que les formes de la fig. 11 donnent 
les barillets de la fig. 17. 

Mais ces croissants peuvent évoluer d'une autre fagon. 
Nous verrons qwil s’accolent sur les formes femelles (macrogametes 
mitrs) et la donnent naissance a 4 éléments virgulaires capables de 
féconder les cellules femelles, par conséquent homologues a des 
spermatozoides. Nous appellerons ces derniers éléments micro- 
GAMETES, comme chez les autres coccidies, et par suite, 
daccord avec MM. Mesnil et Laveran, nous donnerons aux 
croissants de la fig. 17 le nom de microGamErocyres, puisqu ils 
sont homologues des spermatocytes de premier ordre *. 

Le stade & microgamétocytes d’Adelea ovata a-t-il été vu 
avant nous? Comme pour celui 4 macrogameétes, il nous est 
impossible de répondre a la question, les descriptions de nos 
prédécesseurs étant insuffisantes, 

Léger *, depuis la publication de notre note de 1897, a fait 
connaitre des stades analogues chez les deux autres espéces du 
g. Adelea : A. dimidiata Schn., et A. tipulae, Léger. — La forme 
des croissants de cette derniére espéce et leur réle prouve 
manifestement que ce sont des microgamétocytes, bien que 
Léger windique pas de différence entre les formes adultes qui 
les donnent et celles qui produisent les macrogamétes. Enfin, 
tout récemment, Laveran ® vient de faire connaitre l’existence 
dun stade a microgamétocytes chez la Klossia helicina. 


a 


PHENOMENES SEXUES 


Comme chez toutes les autres coccidies, étudiées avec soin a 
ve point de vue, la formation des kystes résistants, chez Adelea 
ovata, est précédée de phénoménes sexués. — Ils se passent 
toujours dans la lumiére du tube digestif. 

1, C’est par erreur que, dans notre note préliminaire, nous avons appelé 
microgameétes, les éléments des barillets. 


2. Litcur, L. ec. ; 
3. Laveran, C. R. Soc. Biologie, séance du 26 novembre 1898; 
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Le commencement de ce processus est tres facile & recon- 
naitre. Un microgamétocyte vient s’accoler & une région quelcon- 
que de Ja surface d’un individu adulte de grande taille (prove- 
nant d'un macrogamete) (fig. 18); bientdt aprés, il occupe un des 
poles. Ce stade de début est tout & fait caractéristique. 

Bientot, des changements apparaissent dans les deux indi- 
vidus accolés; les caractires sexués des deux gamétes s’accen- 
tuent de plus en plus. 

1° Formation des quatre microgametes (fig. 18-26). — Le 
noyau du microgamétocyte qui, au début (fig. 18), était d’une 
structure compacte, avec un karyosome périphérique, devient 
plus lache, et son réseau chromatique se transforme en un 
amas de batonnets et de filaments: son karyosome renforce le 
réseau et nest plus visible (fig. 19). En méme temps, le corps 
entier du microgaméiocyte prend une forme plus arrondie et 
saccole plus fortement au macrogaméte; leurs protoplasmes 
semblent étre en contact intime. 

A ce stade, le noyau du mi¢rogamétocyte a quelque ressem- 
blance avec un stade de peloton lache chez les cellules en divi- 
sion mitotique. Peu a peu, la chromatine se divise en deux por- 
tions égales; les batonnets nucléaires se placent aux deux cotes 
opposés du corps protoplasmique et ne restent unis que par de 
minces filaments (fig. 20-21.) Ce stade rappelle beaucoup le 
diaster, dans la division karyokinétique, d’autant plus qu’entre 
les deux portions du noyau existe un espace clair ressemblant 
un peu a un fuseau central. 

Taudis que les deux moitiés chromatiques s’éloignent de 
plus en plus, on voit, au milieu de Ja partie claire, un petit cor- 
puscule chromatique (fig. 21) qui correspond sans doute au 
corpuscule intermédiaire (Zwischenkorper) décrit par Flemming et 
Kostanecki chez des Métazoaires, et surtout par Hertwig, Bal- 
biani, Eismond, etc., chez des Protozoaires. 

Finalement nous arrivons a un stade ott le microgamétocyte 
renferme deux noyaux ayec une structure de peloton lache 
(fig. 22.) 

A partir de ce moment, les changements nucléaires ont sans 
doute lieu trés vite, car on les observe rarement dans les prépa- 
rations. Les deux noyaux se divisent, sans se condenser au préalable et 
sans avoir repris leur forme réguliére, par simple étranglement, 
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chacun en deux fractions égales (fig. 23); axe de ces nouvelles 
divisions est perpendiculaire.a celui de la premiere. 

Chacun des nouveaux noyaux se porte a la surface de la 
cellule, et nous avons alors quatre petits amas superficiels de 
chromatine, plus ou moins réguliérement disposés, autour des- 
quels se forment bientot des espaces clairs (fig. 24,) La chro- 
matine de ces petits noyaux se condense de plus en plus et prend 
la forme de masses compactes un peu allongées (fig. 25), qui 
s’étirent de plus en plus. A l’état frais, elles se présentent comme 
de petites virgules trés réfringentes, mobiles a la surface du 
protoplasme du microgamétocyte. Elles restent ainsi attachées 
un certain temps; finalement elles se détachent, mais ne quittent 
pas le voisinage immédiat du macrogaméte. 

Ces corps allongés, sans cils, formés a la surface du microga- 
métocyte, sont les véritables éléments males, les microgamétes. 


Chez les genres Coccidium et Klossia, les microgamétes se for- 
ment directement a la surface d’une coccidie adulte, en wn temps. 
Ici la formation a lieu en deux temps : 

1° Division d@’une Coccidie adulte en un nombre de croissants, 
généralement égala 12, sans reliquat de différenciation ; 

2° Formation de 4 microgamétes a la surface d’un croissant, 


presque tout le cytoplasme constituant un reliquat. 


Une remarque dordre physiologique doit aussi étre faite; 
les microgamétocytes sont doués évidemment dune chimio- 
taxie particuliére vis-a-vis des macrogamétes murs, puisqu’on 
les trouve accolés a leur surface. — Or généralement, chez les 
étres vivants, ce pouvoir chimiotactique n’est dévolu qu’aux 
éléments males tout a fait murs. Ici, il appartient aux grands- 
parents des microgametes ; c'est un cas particulier extrémement cu- 
rieux. 

Laveran, chez Klossia helicina, a observé également que les 
microgamétocytes pénétrent dans la cellule rénale qui contient 
unmacrogaméte adulte, et 14 donnent naissance 44 microgamétes. 
Il a souvent vu plusieurs microgamétocytes autour d’un élé- 
ment femelle. — Chez Adelea ovata, il n'y en a qu un 
accolé au macrogaméte. Nous n’avons noté qu'une seule excep- 
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tion; dans ce cas, il y avait deux microgamétocytes au contact 
du macrogaméte. 

2° Maturation de Vélément femelle (lig. 18-26). — Tandis.que 
le microgamétocyte produit les microgamétes, le macrogamete 
presente des changements trés importants qui le rendent apte & 
étre fécondé. | 

Dés que le microgamétocyte occupe un des poles du macro- 
gaméte, le noyau de ce dernier quitte sa position centrale et se 
porte & une extrémiteé de la cellule, soit celle ot se trouve le 
microgamétocyte, soit Vautre. 

Le réseau chromatique nucléaire, qui était concentré autour 
du karyosome (fig. 19), se répartit dans tout Vintérieur du noyau 
(fig. 22) sous forme de petits batonnets et filaments. Le 
karyosome semble se gonfler un peu et donne quelques petits 
bourgeons qui viennent rehforcer le réseau chromatique, en se 
dissolvant dans le suc nucléaire. Une partie du réseau se dissout 
aussi et par suite l’intérieur du noyau se remplit d’une matiére 
granuleuse dans laquelle on distingue difficilement quelques 
débris de chromatine (fig. 20). 

A ce moment, le noyau est tout prés de la surface de la coc- 
cidie; sa paroi devient trés mince et disparait méme daus la 
partie la plus voisine de la périphérie. Par cette voie, une partie 
dela chromatine nucléaire s’échappe a la surface de la coccidie. 

Au début, ce sont les débris les plus gros qui quittent le 
noyau (fig. 18 e); mais ensuite, une partie du contenu granuleux 
s’échappe aussi (fig. 23). , 

Aprés avoir ainsi perdu une partie de sa chromatine, le noyau 
s éloigne un peu de la périphérie de la coccidie’; son contour 
redevient net. La chromatine expulsée dégénére a la surface de 
la coccidie ot on peut la reconnaitre sous forme de masse irré- 
culiére se colorant assez fortement (fig. 21 ¢). 

Dans le noyau, réduit & une partie de sa chromatine, le 
karyosome qui était auparavant trés gonflé (fig. 18-23), com- 
mence a diminuer de volume, et nous pensons qu’une partie de 
sa chromatine sert & constituer le réseau nucléaire nouveau qui 


apparait formé de filaments granuleux (fig. 24); le suc nucléaire 
devient aussi plus clair et sa chromatine doit se condenser éga- 


4. Le noyau peut rester au pdle de la coccidie ou lexpulsion de chromatine 
a eu lieu, ou se porter vers l’extrémité of est accolé le microgametocyte. 
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lement sur le réseau (fig. 25.) Finalement, au centre du noyau 
femelle, on observe un réseau compact avec quelques petits 
karyosomes, provenant évidemment de la division de ce qui 
restait du karyosome primitif (fig. 26). Le reste du noyau est 
tras clair, et on apercoit seulement quelques filaments chroma- 
tiques qui le traversent. 

Ace stade, le noyau femelle est tout prés de la surface de 
la coccidie, et il est apte 4 étre fécondé par les microgamétes 
également mirs (fig. 26)'. 


Ce phénoméne d’expulsion dune partie de la chromatine 
femelle doit-il étre considéré comme une réduction ou comme 
une épuration nucléaire? En présence de ces faits que le karyo- 
some, qui renferme une quantité considérable de chromatine, 
n’en abandonne aucune trace, et sert ensuite a la reconstitu- 
tion du réseau chromatique, nous pensons que l’on a affaire a 
une épuration nucléaire. Les parties nucléaires qui vont servir a 
la reproduction, condensées en partie dans le karyosome, res- 
tent, et le réseau, dont la chromatine jouait probablement un 
role dans l’alimentation et l’assimilation dela cellule coccidienne, 
est en grande partie rejeté. 

3. Fécondation (fig. 27-31), — Tous ces phénomeénes accom- 
plis, nous avons donc, en présence, un macrogaméte qui a subi 
une épuration nucléaire, et quatre microgamétes a la surface de 
leur reliquat de différenciation. 

Nous avons dit, qu’a ce stade, le noyau femelle se trouve 
toujours 4 l'un des poles de la cellule, tout prés de la périphérie. 
Tantot, c’est le pole ott le microgamétocyte est accolé (fig. 26) ; 
tantot, c’est le pole opposé (fig. 25). Dans le premier cas, la 
pénétration d'un microgaméte A son intérieur n’offre aucune 
difficulté. — Dans l’autre cas, les quatre microgamétes quittent 
leur reliquat, et grace a leurs mouvements, ils se portent a 
Yautre pole du macrogaméte. Mais jamais, ils ne quittent le 
voisinage immédiat de la cellule femelle. 

Un microgaméte pénétre alors dans le noyau femelle, et aus- 
sitot, il se préseate sous forme d’un amas de chromatine (fig. 27). 
Le réseau femelle commence, en méme temps, & se transformer 


4. Les divers stades de maturation du macrogaméte et de production des 
microgamétes, sont loin de se correspondre deux a deux. Nos figures 18 a 26 
rangées pour suivre le second phénoméne, ne le sont pas pour le premier. 


ADELEA OVATA. 185 


en filaments trés longs qui se rapprochent lentement du réseau 
male et entrent finalement en contact avec lui. La membrane 
nucléaire, du coté opposé & celui par ot a pénétré le microga- 
méte, devient plus mince, et le noyau s’étire en forme de queue 
decométe de maniére a atteindre l’autre pole de la cellule (fig. 27). 

Les trois microgamétes, qui n’ont pas pénétré, restent au 
voisinage de la surface de l’élément femelle et dégénérent 
comme le reliquat plasmique dans lequel se montrent de nom- 
breux grains de pigment. Souvent, on voit (fig. 27, 30, 34, 39) 
le reliquat d'un cdété et les trois microgamétes dégénérés de 
Pautre coté du macrogaméte. Cette disposition correspond au 
cas ol le noyau femelle est venu toucher la surface au pdle 
opposé au microgamétocyte. 

Le réseau chromatique male entre peu & peu en contact 
intime avec le réseau femelle. Leur ensemble devient un 
faisceau de fibrilles chromatiques qui traversent la cellule de 
part en part, plus ou moins parallélement & sa longueur. Pour- 
tant, dla place ou était précédemment l’amas male, le peloton 
de filaments chromatiques est un peu plus serré (fig. 28); a 
Vautre extrémité du noyau, on voit un filament tordu. Finale- 
ment les deux chromatines male et femelle se confondent 
complétement (fig. 29) et le noyau commence a abandonner la 
surface de la coccidie et & se concentrer vers le centre. 

La chromatine se condense vers le milieu de la cellule et 
les deux pointes du fuseau nucléaire se contractent (fig. 30). 
Enfin, nous avons, au centre de la coccidie, un noyau de forme 
un peu irréguliére, avec un fin réseau chromatique (fig. 31). 

Pendant que tous ces phénoménes s’accomplissent, les limites 
du noyau, soit quand il ala forme d’un fuseau (fig. 27-29), soit 
quand il est contracté (fig. 30-31), sont assez nettes. Il n’y a 
pourtant pas de membraue nucléaire; mais la chromatine est 
plongée dans une sorte de liquide qui se colore moins que le 
protoplasme environnant, ce qui donne Villusion d'une enve- 
loppe au noyau. 

Les processus sexués sont maintenant terminés : !’union des 
deux gamétes est compléte. 


* 
» Naa 


Les phénoménes que nous venons de décrire ont été vus en 
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partie par A. Schneider. Dans son mémoire de 1875, il dessine 
des stades qui correspondent: sans aucun doute a nos figures 18 
et suivantes, et il s’exprime ainsi : « Quelques individus pré- 
sentent un petit corps allongé adhérant a la paroi, ainsi que 
cela est représenté (fig. 2, 3 et 4) par la lettre a... La significa- 
tion de ce fait m’échappe entiérement ». — Nous ne nous exphi- 
quons pas comment un aussi bon observateur que Schneider 
n’a pas soupconné un acte sexué; car, dans son mémoire de 
1892, il représente (fig. 3 et 6) des stades avec noyau en forme 
de fuseau allongé, et il remargue trés justement qu ils précédent 
la formation des spores. 

Léger (l.¢.) avu des stades semblables chez Adelea tipulae 
et leur attribue la méme signification que nous. Enfia, Laveran 
(/. ¢.) vient de découvrir, chez Klossia helicina, des phénomenes 
sexués tout a fait semblables & ceux d’Adelea. Sur ses préparations 
colorées', il a vu des figures (qwil a eu l’amabilité de nous 
montrer) qui rappellent tout a fait celles que nous avons signa- 
lées brievement en 1897, avec Schaudinn, et que nous venons 
de décrire en détail. 


Nous avons dit que les deux divisions nucléaires qui abou- 
tissent.a la formation des quatre microgamétes aux dépens du 
microgamétocyte se passaient d’une facon trés différente. — La 
premiére est trés réguliére et ressemble a une karyokinése. La 
seconde consiste simplement en une disposition de la chromatine 
en deux moitiés correspondant chacune & un microgaméte. 
Nous pensons que la premiére division réduit la quantité de 
chromatine, dans chaque noyau, de moitié; — la seconde se 
présente comme un phénoméne de réduction du nombre des 
chromosomes. Un microgameéte servait donc une cellule réduite et 
comme quantite de chromatine et comme nombre de chromosomes. — 
La ressemblance avec un spermatozoide de métazoaire est donc 
tout a fait frappante. 

La pénétration d’un seul microgaméte est conforme & la loi 
générale; et, dans le cas d’Adelea, nous sommes sur quwil n’ya 
pas polyspermie, puisque nous retrouvons les 3 autres micro- 


1, Léger n’a observé qu’ létat frais les phénoménes de copulation chez 
Adelea tipule, 
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gametes au voisinage du macrogaméte fécondé. Cette poly- 
spermie serait pourtant plus facile que chez les autres coccidies, 
car la pénétration du microgaméte ne détermine pas la forma 
tion d'une membrane autour de l’élément femelle. 

Nous pensons avoir observé un cas seulement ow il y avait 
eu pénétration de deux microgamétes; il y avait un double 
fuseau chromatique dans une <Adelea ovata; mais la cellule ne 
semblait pas étre normale. 


La copulation, chez Adelea ovata, est hétérogamique au méme 
degré que chez les autres coccidies dont nous avons fait connaitre 
Pévolution. Léger’ a done tort de dire que les Adelea sont 
intermédiaires, au point de vue des processus sexués, entre les 
Coecidium et les Grégarines ot on admet qu'il y a isogamie 


x 


(sans l’avoir prouvé, a notre avis). 
VI 
FORMATION DES SPOROCYSTES (FIG. 32-40), 


Nous avons laissé le macrogaméte fécondé au stade ot le 
noyau est concentré au centre de la coccidie (fig. 31). Il ne reste 
pas longtemps dans cette position; ilse porte bient6ot a la surface; 
ses limites disparaissent; son réseau chromatique chemine parmi 
les granules et les vacuoles cytoplasmiques. La structure du 
cytoplasme est d’ailleurs plus condensée, et, particuliérement au 
centre, les vacuoles sont rares (fig. 32). 

Cette condensation augmente méme encore et, aux slades 
suivants, il n’y a plus trace dalvéoles; autour du réseau 
nucléaire, on voit encore une zone claire. 

Arrivé & la surface, le noyau se désagrége en un amas de 
courts batonnets irréguliers (fig. 33) qui se groupent dans la 
partie la plus claire du protoplasme en une plaque irréguliére. 
Lentement, la chromatine de cette plaque s‘étire: il se fait un 
étranglement au milieu, et ’on a deux noyaux reliés par un 
mince filament chromatique au milieu duquel on apercoit un 


4. Lier, Arch. sool. expérim. et générale. Notes et Revue, 1898. 
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« corpuscule intermédiaire » qui, lui-méme, se divise en deux; 
chacune de ses moitiés 2 est.en relation avec l’un des nouveaux 
noyaux (fig. 34). 

Ces noyaux se divisent 4 leur tour, par le méme processus. 
La figure 35 montre de nombreux stades de division nucléaire. 
Finalement, on a, a la surface de l’Adelea, un assez grand 
nombre de noyaux. 

Leur réseau se présente toujours avec la plus grande netteté ; 
il n’est jamais entouré d’espace clair. Ces caractéres permettent 
de distinguer facilement ce stade de celui de la fig. 7 (formation 
des macrogameétes). 

Peu a peu, autour de chaque noyau, se limite une portion 
cytoplasmique dont il occupe le centre (fig. 36). Dans ces zones, 
le protoplasme commence a devenir alvéolaire, tandis que les 
régions intermédiaires restent granuleuses. — II apparait.de 
petits granules réfringents g, bien visibles a l’état frais (fig. 37) 
qui, lentement, se fusionnent et donnent une grosse sphére s 
incolorable 4 Vhématoxyline (fig. 38). 

_ En méme temps, les régions protoplasmiques qui entourent 
les noyaux, s individualisent de plus en plus, s’arrondissent, et 
on a finalement de petites sphéres qui prennent une membrane. 

Le centre de ces sphéres qui sont les futurs sporocystes, ou 
les sporol lastes, est occupé par la grosse boule réfringente; le 
noyau est situé latéralement. 

L’ensemble des sporocystes constitue un amas irrégulier, et, 
a cété, on peutencore apercevoir les restes du microgaméto- 
cyste et des 3 microgamétes (fig. 39). Dans chaque sporocyste, 
le noyau se divise en deux par une sorte de karyokinése (fig. 39); 
et, dans un amas, on trouve tous les noyaux au méme stade. 

Le protoplasme de chaque sporocyste se condense et se 
divise en deux parties qui prennent une forme de batonnets 
allongés et courhés. Les deux noyaux occupent d’abord deux 
extrémités, de méme pole, des batonnets qui entourent la grosse 
boule réfringente, représentant probablement le reliquat spo- 
ral (fig. 40). — Cette boule a un aspect échinulé et, a son inté- 
rieur, on voit toujours un petit corpuscule rond, colorable a 
Phématoxyline. 

Le dernier changement, dans les sporocystes, consiste en ce 
que les noyaux occupent le centre des sporozoites. 
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Quand un sporocyste arrive dans la lumiére du tube digestif 
Pun Lithobius, il éclate et il s’ouvre dla fagon dune coquille de 
lamellibranche ; les sporozoites, mis en liberté, peuvent péné- 
trer dans les cellules épithéliales de Vintestin et provoquer l’in- 
fection. A quelles sortes d’individus donnent-ils naissance? 
Il nous est impossible de donner une réponse précise. — Il nous 
parait pourtant peu probable que les sporozoites soient déja 
différenciés en males et femelles. Nous pensons quils peuvent 
produire indifféremment des individus males ou des femelles. 


- VI 
CYCLE EVOLUTIF D ADELEA OVATA ET CONSIDERATIONS GENERALES 
SUR LES COCCIDIES. 


D’aprés ce que nous avons vu, le cycle évolutif d’Adelea ovata 
est le suivant. Les sporozoites des sporocystes se développent, - 
dans les cellules épithéliales de lintestin du Lithobius, les uns en 
individus males, les autres en individus femelles. Ces formes, 
arrivées a l'état adulte, se reproduisent par multiplication 
nucléaire, suivie de division cellulaire, On peut avoir ainsi un 
certain nombre de générations de formes males et de formes 
femelles, produisant l’autoinfection. Mais, 4 un moment donné, 
une forme femelle (macrogaméte adulte), tombe dans la lumiére 
du tube digestif; une jeune forme male (microgamétocyte) s’y 
accole, produit 4 microgamétes ; ’'un d’eux féconde le macroga- 
méte qui donne alors naissance a un certain nombre de sporo- 
cystes, chacun avec deux sporozoites. Ces sporocystes peuvent 

_résister dans le milieu extéricur et servir a transporter l’infec- 
tion chez un autre Lithobius. 

La théorie de R. Pfeiffer, qui a montré que les coccidies ont: 
deux cycles évolutifs, l'un endogéne, l’autre exogéne, est done 
applicable a Adelea ovata. Nous y avons ajouté un fait nouveau; 
nous avons montré en effet (en méme temps que Schaudinn et 
nous, Simond exprimait la méme idée) que la production des 
germes durables est précédé dun phénomene sexué. — Il nous est 
impossible de prouver d’une fagon matérielle quil n’y a jamais 
de coccidies donnant des sporocystes, sans avoir été fécondées ; 
mais nous sommes convaincu que la copulation est nécessaire a 
la formation des germes résistants. 
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Simond, parlant des formes endogénes des coccidies, déclare 
(ces Annales, 1897, p. 57%) queles coccidies « possédent ainsi un 
moyen de multiplication rapide, en rapport avec des conditions 
de vitalité propre et de milieu, qui finit par s’épuiser. A ce 
moment, pour assurer la perpétuité de l’espéce, le parasite doit 
aboutir 4 une forme de résistance, la spore (sporocyste), et trés 
probablement la production de cette spore exige un acte sexuel.» 

Cette opinion, que nous acceptons, met en évidence une 
analogie étroite entre les phénoménes sexués chez les coccidies 
et chez les infusoires ciliés, — indiquée aussi par Simond. 

Le développement des ookystes, qui possédent une grande 
résistance et ne murissent souvent qu’en dehors de individu 
héte, nous permet de songer aussi 4 une analogie entre ces kystes 
etles ceufs durables de certains animaux (Daphnies, Rotiféres, etc). 
qui se reproduisent tantot parthénogénétiquement, tantdt apres 
fécondation. On sait en etlet que les ceufs fécondés, trés résis- 
tants, se produisent surtout au moment ow les circonstances 
extérieures aménent la mort de tous les adultes (dessechement 
des marais, arrivée de l’hiver, etc.) ; les ceufs parthénogénéti- 
ques ne se présentent qu’au moment ot les conditions de vie sont 
excellentes et ils servent a une pullulation rapide des individus. 

Les conditions favorables chez ’organisme infecté aménent 
de nombreuses reproductions asexuées et par suite une infection 
aigué. Mais l’affaiblissement de l’organisme héte, par suite peut 
étre des lésions produites par le parasite), a toujours pour con- 
séquence une formation abondante de kystes résistants. Dans 
Vintestin d’un lapin mort de coccidiose aigué, Simond a trouvé 
(p. 549) que « un grand nombre de parasites sont prés de s’en- 
kyster... ou sont déja enkystés. Beaucoup moins abondantes que 
les précédentes, se trouvent des formes de reproduction aspo- 
rulée. » Et il aioute que, parmi ces derniéres, il y a beaucoup de 
stades & microgamétes (chromatozoites) qui ont un role a jouer 
dans l’'acte sexué. Cette constatation nous fait penser que les 
kystes vus par lauteur étaient fécondés. 

Des faits exposés, il nous semble qu’on peut schématiser 
de la fagon suivante le cyele évolutif d’Adelea ovata: 


sporocystes 


sporozoites is 4 adultes c’—> génerations endogenes CVS microgamétocytes > miorogametes NC macrogamete 
oy Sécondé = A gpordites 


adultes > générations endogdnes O-S acrogametes 
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Chez les autres coccidies ott, jusqu’ici, on n’a pas noté de 
dimorphisme sexuel, le cycle est le suivant: 


formes a 


Sporozoites AS _ adultes _—générations es mierogametes > So rt ay Sporocystes a 
~*~ _ indifleroneiés — ‘erdogdnes ines ae 0 te eae 
macrogametes a, macrogamotes ookyste 


Dans ce second schéma, le chainon constitué par les généra- 
tions endogénes peut ne pas exister, et un adulte indifférencié 
donner oe ae un macrogamete; c’est le cas que nous 
avons fait connaitre chez Benellenia octopiana. Il peut se rencon- 
trer aussi, a titre accidentel, chez d’autres coccidies. 

Nous pensons que des études plus approfondies montreront 
un dimorphisme sexuel semblable & celui d’Adelea ovata chez 
dautres coccidies. Déja, Simond indique une différence assez 
nette entre les formes adultes de Coccidium oviforme qui donnent 
les macrogamétes et celles qui donnent les microgamétes. 

Notre maniére d’envisager le cycle évolutif des coceidies, en 
complet accord avec celle de Simond, différe un peu de celle de 
Léger’, qui prétend qu’un sporozoite issu d'un sporocyte, 
donne naissance & un « kyste » eimérien, et que les éléments 
endogénes se transforment en kystes coccidiens. C’est notre 
maniére de voir schématisée a l’extréme et par suite rendue 
inexacte, pour la majorité des cas. 

— Kn terminant, nous voulons critiquer briévement le 
paralléle que Léger établit entre le cycle évolutif des grégarines 
(sans multiplication endogéne) et celui des coccidies. Il prend pour 
base la ressemblance, simplement d’ordre physiologique, entre 
certains sporoblastes de grégarines et les jeunes macrogamétes 
des coccidies. Il arrive ainsi & assimiler les ookystes coccidiens 
aux spores (sporocystes) des grégarines. Les sporocystes ne 
seraient pas homologues dans les deux groupes. Tout cela parait 
inexact @ priori, car si l’on veut établir un parallélisme, ul nous 
semble que le point de départ doit étre une homologation des 
sporocystes coccidiens et grégariniens, ou, ce qui conduit au 
méme résultat, des formes dans les deux groupes au moment de 
la copulation. . 

~ Mais, il y a plus; Caullery et Mesnil? ont décrit chez une 
erégarine ccelomique d'une annélide, un stade de multiplication 
endogéne, qwils ont trouvé dans |’épithélium intestinal et qui 


4. Licer, Bull. scient. France et Belgique, t; XXXI. 
2. CAutLery et Mesniz, @. R&R. Soc. Biol:, V5 janvier 1898. 
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fournit des germes qui sont bien l’équivaleat et homologue des 
formes eimériennes des coccidies. L’existence de ces éléments, 
qui ne sont pas placés dans le tableau de Léger, prouve mani- 
festement que sa théorie n’est nullement adéquate aux fails. 

La découverte de Caullery et Mesnil nous semble trés 
importante, car elle montre la grande généralité du processus 
de multiplication endogéne, sinet chez les coccidies, et établit 
des liens nouveaux entre les deux grands groupes de sporo- 


zoaires : grégarines et coccidies. 
Paris, Jee décembre 1898. 


EXPLICATION DES PLANCHES I — Iil 


Toutes les figures, observées avec le microscope Zeiss, ocul. 4, 6 et 412, 
obj. & immersion apochromatique de 2 millimétres ouvert. et 1,30 foyer, 
ont été dessinées a la chambre claire. Dans les figures 11-17 (pl. I), le pig- 
ment protoplasmique p brun foncé et représenté en violet. — Dans les 
pl. II et Ill, il est figuré avec sa valeur naturelle. 

Fig. 1-3. —- Evolution de la forme femelle mononucléaire. 


Fig. 4-40. — Formation des macrogamétes. 

Fig. 41-13. — Evolution de la forme male mononucléaire. 

Fig. 14-17. — Formation des microgamétocystes. 

Fig. 18-26. — Maturation d’un macrogaméte et formation des microga- 


métes (fig. 48, 21 et 23 montrent le phénoméne de |’épuration nucléaire du 
macrogameéte; /, chromatine expulsée). 

Fig. 27-31. — Union d’un macrogaméte avec un microgaméte. 

Fig. 32-33. — Le noyau fécondé se porte a la surface de la cellule. 

Fig, 34-35. — Divisions nucléaires pendant la formation des sporocystes. 

Fig. 34. — Premieére division nucléaire; sur le filament unissant les deux 
noyaux, on distingue deux corps intermédiaires 2. 

Fig. 35. — Divisions nucléaires successives. 

Fig. 36. — Individualisation des sporocystes. 

Fig. 37. — Méme stade, observé a l'état frais, et montrant les petits cor- 
puscules réfringents gy autour des taches nucléaires claires. 

Fig. 38-39. — Evolution des sporocystes; corps intermédiaires. (La 
moitie seulement de chacun des amas de sporocystes a été seprésentée). 

Fig. 40. — Individualisation des deux sporozoites & l’intérieur d’un spo- 
rocyste; les noyaux se trouvent encore aux extrémités des sporozoites. 
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